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(57) Abstract 

The invention relates to a method for enriching or depleting tumour cells obtained from a body fluid, according to which a cell 
separation medium having a specific density is covered with the body fluid and centrifuged. The invention also relates to a kit suitable for 
said method. 
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(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft cin Verfahren zur An- odcr Abreicherung von Tumorzcllcn aus einer KGrperfltissigkeit, worin ein 
Zellseparationsmedium spezifischcr Dichte mit dcr KBrperflUssigkeit Uberschichtet und zcntrifugiert wind. Ein ftir dieses Verfahren geeigneter 
Kit wird ebenfalls bereitgestellt. ^ 



LEDIGUCH ZUR INFORMATION 

Codes zur Identifizierung von PCT-Vertragsstaaten auf den Kopfbogen der Schriften, die Internationale Anmeldungen gemass dem 
PCT verbffentlichen. 



AL 


Albanien 


ES 


Spanien 


LS 


Lesotho 


SI 


Slowenien 


AM 


Armenien 


FI 


Finnland 


LT 


Litauen 


SK 


Slowakei 


AT 


Ostcmcich 


FR 


Frankreich 


LU 


Luxemburg 


SN 


Senegal 


AU 


Austral icn 


GA 


Gabun 


LV 


Lettland 


sz 


Swasiland 


AZ 


Aserbaidschan 


GB 


Vcreinigtes Konigretch 


MC 


Monaco 


TD 


Tschad 


BA 


Bosnten- Herzegowina 


GE 


Georgien 


MD 


Republik Moldau 


TG 


Togo 


BB 


Barbados 


GH 


Ghana 


MG 


Madagaskar 


TJ 


Tadschiktstan 


BE 


Belgien 


GN 


Guinea 


MK 


Die ehemalige jugostawbche 


TM 


Turkmenistan 


BF 


Burkina Faso 


GR 


Griechenland 




Republik Mazedonten 


TR 


TDrkei 


BG 


Bulgarien 


HU 


Ungarn 


ML 


Mali 


TT 


Trinidad und Tobago 


BJ 


Benin 


IE 


Irland 


MN 


Mongolet 


UA 


Ukraine 


BR 


Brasilien 


IL 


Israel 


MR 


Mauretanicn 


UG 


Uganda 


BY 


Belarus 


IS 


Island 


MW 


Malawi 


US 


Vereinigte Staaten von 


CA 


Kanada 


IT 


Italien 


MX 


Mexiko 




Amerika 


CF 


Zentralarrikamsche Republik 


JP 


Japan 


NE 


Niger 


VZ 


Usbekistan 


CG 


Kongo 


KE 


Kenia 


NL 


Niederlande 


VN 


Vietnam 


CH 


Schweir 


KG 


Kirgtsistan 


NO 


Norwegen 


YU 


Jugoslawien 


CI 


Cote d'lvoire 


KP 


Demokratische Volksrepublik 


NZ 


Neuseeland 


ZW 


Zimbabwe 


CM 


Kamcrun 




Korea 


PL 


Polen 






CN 


China 


KR 


Republik Korea 


PT 


Portugal 






CU 


Kuba 


KZ 


Kas acta tan 


RO 


Rum in icn 






CZ 


Tschechische Republik 


LC 


St. Lucia 


RU 


Russische Foderatton 






DE 


Dcutschland 


U 


Liechtenstein 


SD 


Sudan 






DK 


Dane mark 


LK 


Sri Lanka 


SE 


Schwedcn 






EE 


Est land 


LR 


Liberia 


SG 


Singapur 







4SDOCID: <WO 0046585A2_I_> 



WO 00/46585 PCT/EP00/00831 



Verfahren zur An- oder Abreicherung von Tumorzellen aus einer 
Korperfliissigkeit und dazu geeigneter Kit 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur An- oder Abreicherung 
von Tumorzellen aus einer Korperfliissigkeit sowie einen dazu 
geeigneten Kit. 

Nahezu alle soliden malignen Tumore haben das Potential zur 
Metastasenbildung. Der Prozefl der Metastasierung beinhaltet die 
Aussaat raaligner Zellen als Mikrometastasen, zumeist auf dem 
Blut- bzw. Lymphweg in entfernte Organe und die Ausbildung 
autonomer Tochtergeschwiilste . Das Ausmafi der Filiarisierung 
bestimmt die Prognose eines Tumorleidens . 

Die Anspriiche von Tumorvorsorge- oder Nachsorgeprogrammen 
liegen in der Friiherkennung von Primar tumor en bzw. Rezidiven 
oder von Metastasen noch bevor diese klinisch manifest werden. 
Dieses Ziel kann bislang mit den verfiigbaren apparativen 
Techniken nicht zuf riedenstellend erfvillt werden. Durch den 
Nachweis von zirkulierenden Tumorzellen z.B. im peripheren Blut 
konnte fruhzeitig, d.h. noch vor dem Auftreten eines klinisch 
bemerkten Tumors, eine moglicherweise kurative 

Immunmodulations- oder Polychemotherapie eingeleitet werden. 
Die Quantif izierung der Tumorzellen im peripheren Blut vor und 
nach der Therapie stellt dabei eine wichtige Kontrolle dar. 

Da Korperf liissigkeiten im allgemeinen eine Vielzahl 
unterschiedlichster Zellen enthalten f ist es wiinschenswert vor 
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einer Quantif izierung bestimmter Zelltypen wie Tumorzellen, 
diese anzureichern und gleichzeitig eine moglichst gro/Se Menge 
von unerwiinschten Zellen abzureichern, urn die Quantif izierung 
zu erleichtern. 

Dariiber hinaus besteht ein erf olgversprechender Ansatz zur 
Quantif izierung von Tumorzellen in der Bestimmung der 
Telomerase-Aktivitat einer Korperf lussigkeit . Beispielsweise 
beschreiben Kim et al . in Science (1994) 266: 2011 einen Assay, 
mit dem Telomerase-Aktivitaten in Tumorgeweben bestimmt werden 
konnen. 

Im peripheren Blut weisen jedoch neben Tumorzellen auch 
hamatopoetische Stammzellen und aktivierte Lymphozyten eine 
erhohte Telomerase-Aktivitat auf. Aufgrund dieser Tatsache mufl 
vor dem Nachweis einer Telomerase-Aktivitat als Marker fur 
disseminierte zirkulierende Tumorzellen im Blut eine Trennung 
der Telomerase-aktiven hamatopoetischen Stammzellen und 
Lymphozyten von den Tumorzellen vorgenommen werden. 

Neben der Quantif izierung von Tumorzellen in 

Korperf liissigkeiten kann aber beispielsweise auch deren 
histologische Untersuchung unter einem Mikroskop von Interesse 
sein. Dariiber hinaus konnen unter sterilen Bedingungen 
isolierte Tumorzellen in Kultur genommen werden, urn daraus 
entsprechende Zellinien zu etablieren. Zellinien die von 
disseminierten zirkulierenden Tumorzellen abstammen anstatt von 
soliden Tumoren bieten die Moglichkeit, Prozesse der 
Metastasierung dif f erenzierter untersuchen zu konnen. Dariiber 
hinaus konnten diese Zellinien beispielsweise zur Entwicklung 
von effektiveren Tumortherapeutika beitragen. 

Zur Anreicherung von Tumorzellen konnen beispielsweise mit 
Hilfe von spezifischen Antikorpern gegen Epithelzell- 
spezifische Antigene, wie z.B. EPCAM (Epithelial Cell Adhesion 
Molecule), HEA (Human Epithelial Antigen) und Cytokeratin 7/8, 
epitheliale Tumorzellen markiert werden und an magnetische 
Partikel oder f luoreszierende Molekiile gekoppelt, dann zur 
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Anreicherung mittels eines Zell-Separators , wie MACS (Magnetic 
Cell Sorting) oder FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting) , 
verwendet werden. Diese Verfahren haben jedoch den Nachteil, 
dafi nur Tumorzellen epithelialen Ursprungs erfafit werden, nicht 
jedoch beispielsweise Melanomzellen . Aufierdem sind diese 
Verfahren aufwendig und teuer. 

In den 60er- und 70er-Jahren, als Methoden wie beispielsweise 
FACS oder MACS noch nicht zur Verfugung standen, wurden 
Tumorzellen von hamatopoetischen Zellen aufgrund ihrer 
unterschiedlichen Dichte getrennt (J. A. Fleming et al., J. 
clin. Path. (1967), 20, 145). Entsprechend dieser Daten 
besitzen Tumorzellen eine spezifische Dichte von 1,040-1,080, 
wahrend Erythrozyten und polymorphnukleare Leukozyten eine 
hohere Dichte aufweisen. Lymphozyten weisen hingegen eine 
spezifische Dichte im Bereich von 1,060-1,075 auf und 
uberschneiden sich somit mit der spezif ischen Dichte von 
Tumorzellen. Eine vollstandige Abtrennung der ebenfalls 
Telomerase-aktiven Lymphozyten von den Tumorzellen iiber deren 
Dichteunterschiede sollte somit nicht moglich sein. So zeigte 
auch die Verwendung einer Standardlosung zur Isolierung von 
Lymphozyten, wie z.B. Histoprep* (Sigma) mit einer Dichte von 
1,077 g/ml, dafi Lymphozyten von gesunden Blutspendern mit einer 
Dichte von bis zu 1,07 7 g/ml eine Telomerase-Aktivitat 
aufweisen. 

Trotz umf angreicher Forschungen ist es bislang nicht gelungen, 
ein einf aches, schnelles und kostengiinstiges Standardverf ahren 
zur Tumorzellanreicherung aus Korperf liissigkeiten zu 
entwickeln, bei dem auch Telomerase-aktive nicht-Tuniorzellen 
abgetrennt werden. 

Eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung besteht somit darin, 
ein Verfahren zur An- oder Abreicherung von Tumorzellen aus 
einer Korperf lussigkeit zur Verfugung zu stellen, das die 
obengehannten Nachteile nicht aufweist und insbesondere auch in 
der Lage ist, nicht-Tumor zellen, die eine Telomerase-Aktivitat 
aufweisen, von den gewiinschten Tumorzellen abzutrennen. 
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Es wurde nun uberraschend gefunden, dafi diese Aufgabe dadurch 
gelost werden kann, da/5 man ein Zellseparationsmedium mit einer 
Dichte im Bereich von 1,055 bis 1,065 g/ml mit der 
Korperf lussigkeit , die Tumorzellen enthalt , iiberschichtet und 
zentrifugiert . Durch die Verwendung des speziellen 
Zellseparationsmediums werden die in der Korperf lussigkeit 
vorhandenen Zellen so aufgetrennt, dafi die aufgrund ihrer 
Dichte zusammen mit den Tumorzellen angereicherten Lymphozyten 
keine Telomerase-Aktivitat aufweisen. 

Die vorliegende Erfindung betrifft somit ein Verfahren zur An- 
oder Abreicherung von Tumorzellen aus einer Korperf lussigkeit , 
worin ein Zellseparationsmedium mit der Korperf lussigkeit 
iiberschichtet und zentrifugiert wird, dadurch gekennzeichnet , 
dafl das Zellseparationsmedium eine Dichte im Bereich von 1,055 
bis 1,065 g/ml aufweist. 

Es versteht sich, da/J das erf indungsgemaBe Verfahren in 
Abhangigkeit davon, mit welcher Fraktion nach der 
Zentrifugation weitergearbeitet wird, sowohl zur An- als auch 
zur Abreicherung von Tumorzellen eingesetzt werden kann. Im 
f olgenden wird daher nicht zwischen diesen beiden moglichen 
Weiterbehandlungen unterschieden sondern allgemein von 
Anreicherung gesprochen, wobei erf indungsgemafl jedoch stets 
beide Moglichkeiten umfaflt sind. 

Das Anreicherungs verfahren verwendet ein Zellseparationsmedium 
als diskontinuierlichen Gradienten, das mit der 
Korperf lussigkeit iiberschichtet wird. Durch Zentrifugation 
werden die Zellen ihrer spezifischen Zelldichte nach 
aufgetrennt und konnen in einzelnen Fraktionen abgenommen 
werden . Der spezif ische Dichtegrad des Zellseparationsmediums 
erlaubt eine fast vollkommene Trennung von Tumorzellen von den 
in den Korperf liissigkeiten befindlichen korpuskularen Anteilen, 
speziell den Zellen des roten und weiiien Blutsystems. Dariiber 
hinaus erlaubt es das Verfahren, Telomerase-positive von 
Telomerase-negativen hamatopoetischen Zellen zu trennen, wobei 
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sich die angereicherten Tumorzellen nach der Zentrif ugation in 
der gleichen Fraktion befinden wie die Telomerase-negativen 
hamatopoetischen Zellen, so dafl eine anschlieflend nachgewiesene 
Telomerase-Expression in dieser Fraktion zweifelsfrei auf 
vorhandene Tumorzellen zuriickgef iihrt werden kann. 

tiberraschend ist auch, dafl durch die gegeniiber dem Stand der 
Technik nur geringf iigige Verringerung der Dichte des 
Zellseparationsmediums eine erhebliche Reduzierung der 
kontaminierenden Blutzellen erreicht wird. Dadurch wird die 
Gesamt-Zellzahl signifikant verringert, ohne dafl signifikante 
Verluste an Tumorzellen auftreten, wodurch z.B. das Screening 
von mikroskopischen Praparaten erheblich vereinfacht und im 
klinischen Maflstab erst moglich wird. 

Es wurde gefunden, da/3 eine besonders gute Trennleistung, im 
Sinne einer Anreicherung von Tumorzellen und einer 
gleichzeitigen Abreicherung von unerwiinschten Blutzellen mit 
einem Zellseparationsmedium einer Dichte im Bereich von 1,055- 
1,065 g/ml, bevorzugt von 1, 059-1 ,062 g/ml und besonders 
bevorzugt von etwa 1,060 g/ml, insbesondere 1,060 g/ml ± 0,0005 
g/ml erzielt wird. 

Es wurde auch gefunden, da/1 die Trennleistung des 
Zellseparationsmediums auch von dem Alter des Blutes nach 
Blutentnahme, und von der Konzentration der dem Blut 
beigesetzten Antikoagulanzien abhangig ist. Es wurde auch 
gefunden, dafl bei Frischblut, d.h. Blut, das noch am gleichen 
Tag (= 24 Stunden) der Blutabnahme untersucht wird, eine 
besonders gute Trennleistung mit einem Zellseparationsmedium im 
besonders bevorzugten Bereich von etwa 1,060 g/ml ± 0,0005 g/ml 
erzielt wird. 

Die Zentrif ugation wird vorteilhaft bei ca. 500 bis 2.000 x g, 
bevorzugt bei ca. 1.000 x g iiber ca. 10 bis 30 Minuten, 
bevorzugt iiber 20-30 Minuten durchgef iihrt . Die Temperatur 

wahrend der Zentrif ugation betragt vorzugsweise ca. 4°C. Dies 
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bewirkt, dafl die katalytische Aktivitat von Proteasen, DNAsen 
bzw. RNAsen moglichst gering gehalten wird. 

Als Zellseparationsmedium la/3t sich im Prin2ip jede geeignete 
Flussigkeit gewiinschter Dichte verwenden. Das Zellseparations- 
medium sollte nicht mit der Korperf lussigkeit oder den darin 
enthaltenen Zellen reagieren. Vorteilhaft kann beispielsweise 
Ficoll oder Percoll bzw. ein percoll- oder f icollahnliches 
Medium verwendet werden, wobei die Losungen jeweils nach 
Anweisungen des Herstellers auf die gewiinschte Dichte gebracht 
werden. Beispielsweise berechnet sich die Menge der zu 
verdiinnenden Percoll-Stammlosung mit einer Dichte von 1,13 
g/ml, die zur Herstellung von 100 ml einer Percoll- 
Arbeitslosung gewiinschter Dichte (dd) benotigt wird, nach der 
Forme 1 : 

100 ml x (dd - 0,106 - 0,9)/0,13. 

10% der Percoll-Arbeitslosung gewiinschter Dichte bestehen immer 
aus einer 10 x physiologischen Losung, wie z.B. 10 x PBS 
(Phosphat gepufferte Salzlosung) , oder aus einer 1,5 M NaCl- 
Losung, urn eine physiologische Osmolaritat zu gewahrleisten. 
Die Differenz zwischen der nach der vorstehenden Formel 
berechneten Menge an Percoll-Stammlosung (Dichte 1,13 g/ml) und 
der Salzlosung zu 100 ml wird dann mit Wasser aufgefiillt. 

Damit laflt sich eine Percoll-Arbeitslosung mit einer Dichte von 
1,060 g/ml beispielsweise wie folgt herstellen: 

41,54 ml der Percoll-Stammlosung (Dichte von 1,13 g/ml) 

48,46 ml H 2 0 

IQiQQ ml 1,5 M NaCl 

100,00 ml Percoll-Arbeitslosung, dd 1,060 g/ml 

Vorteilhaft wird die Dichte des Zellseparationsmediums mit 
Hilfe eines Dichtemefigerates (DMA 4500, Anton Paar, Osterreich) 
bei der entsprechenden Arbeitstemperatur von 4°C eingestellt. 
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Bei der anschliefienden Zellseparation sollte darauf geachtet 
werden, dafi eine Umgebungs- bzw. Arbeitstemperatur von 8°C 
nicht iiberschritten wird. Dies wiirde zu einer s ignif ikanten 
Erniedrigung der Percoll-Dichte (vgl. Figur 1) und zu 
unerwiinschtem Zellverlust fiihren. 

Bei der Korperf lussigkeit , aus der Tumorzellen angereichert 
werden sollen, kann es sich um jede menschliche oder tierische 
Korperf lussigkeit oder um eine Dispersion von Zellgewebe 
handeln. Hierbei handelt es sich beispielsweise um Blut, 
insbesondere peripheres Blut wie venoses oder arterielles Blut r 
Lymphe, Urin, Exsudate, Transudate, Spinalf lussigkeit , 
Samenf lussigkeit , Speichel, Fliissigkeiten aus natiirlichen oder 
unnatiir lichen Korperhohlen, Knocherunark und dispergiertes 
Korpergewebe . Bei den Fliissigkeiten aus natiirlichen 
Korperhohlen kann es sich beispielsweise um serose 
Fliissigkeiten wie Peritoneal- und Pleuraf lussigkeiten handeln, 
bei den Fliissigkeiten aus unnatiirlichen Korperhohlen kann es 
sich beispielsweise um Fliissigkeiten aus Zysten handeln. 

Bevorzugte Korperf liissigkeiten sind Blut, Knocherunark, Lymphe, 
serose Fliissigkeiten aus Korperhohlen sowie Urin, wobei Blut 
und Urin besonders bevorzugt sind. Urin eignet sich 
insbesondere zur Anreicherung von Zellen von Blasentumoren. 

Die bevorzugteste Korperf lussigkeit ist jedoch peripheres Blut, 
das vorteilhaf t in einer gerinnungshemmenden Substanz 
abgenommen und vor dem Uberschichten des Zellseparationsmediums 
mit einem Verdiinnungsmittel verdiinnt wird. Als 
gerinnungshemmende Substanzen konnen beispielsweise EDTA oder 
Citrat bzw. Heparin oder CPD (Citrat, Phosphat, Dextrose) oder 
vergleichbare Substanzen eingesetzt werden. Als peripheres Blut 
eignet sich venoses oder arterielles Blut. 

Die zu untersuchende Korperf liissigkeit wird entsprechend 
gangiger Standardprotokolle entnommen bzw. gesammelt. In 
Abhangigkeit von der Art der Korperf lussigkeit wird diese dann 
entweder zunachst mit einem Verdiinnungsmittel , bevorzugt einem 
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Puffer, verdiinnt oder direkt unverdiinnt in einem 
Zentrif ugationsgef afl iiber das Zellseparationsmedium 

geschichtet. Alternativ kann die Korperf liissigkeit zuvor bei 
beispielsweise 1.000 x g fur ca. 10 Minuten zentrif ugiert und 
nach Resuspension der Zellen in einem Puffer iiber das 
Zellseparationsmedium geschichtet werden, Der bevorzugt 
verwendete Puffer ist Dulbecco PBS. Als Zentrif ugationsgef afl 
eignet sich insbesondere ein Zentrif ugationsgef afl , das aus 
Kunststoff , wie z.B. Polypropylen hergestellt ist, urn einer 
unspezif ischen Adsorption von Zellen vorzubeugen. Das 
Zentrif ugationsgef afl sollte verschlieflbar sein. 

In einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm des Verfahren werden der 
Korperf liissigkeit vor dem Uberschichten eine oder mehrere 
Substanzen zugegeben, die eine Aggregation von Thrombozyten an 
Tumorzellen verhindern. Diese Substanzen konnen zum Beispiel 
mit dem als Verdunnungsmittel verwendeten Puffer zugesetzt 
werden. Als Substanzen, die eine unerwiinschte Aggregation von 
Thrombozyten an Tumorzellen verhindern, eignen sich 
beispielsweise EDTA, Citrat und ACD-A (acid citrate dextrose). 
Zusatzlich oder statt dessen kann die Korperf liissigkeit vor dem 
Uberschichten von Substanzen befreit werden, die eine 
Aggregation von Thrombozyten an Tumorzellen fordern. Hierbei 
handelt es sich beispielsweise urn Ionen wie Magnesium- und 
Calciumionen . 

Im Zentrif ugationsgef afl wird das Zellseparationsmedium, das 
eine hohere Dichte als die zu untersuchende Korperf liissigkeit 
aufweist, vorgelegt, und anschlieflend mit der Korperf liissigkeit 
iiberschichtet . Je nach Grofle des Zentrif ugationsgef afles und dem 
Volumen der Korperf liissigkeit , aus der die Tumorzellen 
angereichert werden sollen, kann das Zellseparationsmedium 
beispielsweise mit einem Volumen von 1-500 ml vorgelegt werden. 

Als besonders vorteilhaft hat es sich erwiesen, wenn das untere 
Viertel des Zentrif ugationsgef afles nach der Zentrif ugation und 
vor der Abnahme der an Tumorzellen angereicherten Interphase 
kurzzeitig stark abgekiihlt wird urn Zell-Kontaminationen zu 
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verhindern. Beispielsweise konnen die im Zellpellet 
befindlichen Erythrozyten und Leukozyten dadurch immobilisiert 
werden, dafl das untere Viertel des Zentrif ugationsgef afles fur 
5-10 Minuten in fliissigem Stickstoff stark abgekiihlt wird. Als 
Interphase wird vorliegend der Ubergang zwischen dem 
Zellseparationsmedium und der dariiberliegenden 

Korperf liissigkeit bezeichnet. In dieser Interphase reichern 
sich die Tumorzellen an und werden nach der Zentrif ugation 
beispielsweise durch Absaugen dieser Phase gesammelt. Durch das 
starke Abkuhlen des Zentrif ugationsgef afles wird ein Vermischen 
der Zellen aus den verschiedenen Phasen verhindert, wodurch 
f alsch-positive Testergebnisse ausgeschlossen werden konnen. 

Urn einen moglichst einfachen Ablauf der Arbeiten zu sichern, 
kann in einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm des erf indungsgemaflen 
Verfahrens die Zentrif ugation in einem Gefafl durchgefuhirt 
werden , das durch eine Barriere, einen Filter oder ein Sieb f 
nachfolgend porose Barriere oder Barriere genannt, in ein 
oberes und ein unteres Kompartiment geteilt ist, wobei das 
Zellseparationsmedium im unteren Kompartiment vorgelegt und die 
Korperf liissigkeit in das obere Kompartiment eingebracht wird. 
Hierdurch wird ein Vermischen der zu untersuchenden 
Korperf liissigkeit im oberen Kompartiment mit dem 
Zellseparationsmedium im unteren Kompartiment vor und nach dem 
Zentrif ugationsschritt vermieden. 

Die Position der porosen Barriere in dem Zentrif ugationsgef 313 
kann dabei so gewahlt werden, dafl der Fliissigkeitsspiegel des 
Zellseparationsmediums entweder genau unterhalb, genau 
innerhalb oder genau oberhalb der porosen Barriere zu liegen 
kommt . 

Die porose Barriere kann beispielsweise eine Dicke von 0,5-10 
mm, vorzugsweise von 1-5 mm aufweisen. Die porose Barriere 
sollte dariiber hinaus eine Festigkeit aufweisen, die es ihr 
erlaubt den Zentrif ugationskraf ten unbeschadet Stand zu halten. 
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Eine bevorzugte Verwendung finden Barrieren mit einer porosen 
Beschaf fenheit , die es erlaubt, dafi bei der Zentrif ugation 
Fliissigkeiten sowie die korpuskularen Bestandteile des Blutes, 
wie die Zellen des roten und weiflen Blutsystems, welche eine 
hohere Dichte als das vorgelegte Zellseparationsmedium haben, 
die porose Barriere ungehindert passieren konnen. Dies hat zur 
Folge, da/3 das Zellseparationsmedium wahrend der Zentrif ugation 
durch die porose Membran in das obere Kompartiment gedrangt 
wird und die Tumorzellen und Thrombozyten welche eine geringere 
Dichte als das vorgelegte Zellseparationsmedium haben, auf 
einer Ebene oberhalb der Barriere zu liegen kommen. Hierzu 
eignen sich insbesondere porose Barrieren mit einer Porengrofle 
von 20-100 urn, vorzugsweise 20-30 iim. 

Die porose Barriere kann aus jedem geeigneten Material 
bestehen. Beispielsweise eignen sich Kunststoff, Metall, 
Keramik oder eine Mischung oder spezielle Legierung dieser 
Stoffe. Es kann aber auch jedes andere natiirliche oder 
kiinstliche, geeignete Material eingesetzt werden. 

In einer ebenfalls bevorzugten Ausf iihrungsf orm des 
erf indungsgemafien Verfahrens besteht die porose Barriere aus 
einem hydrophoben Material oder ist mit einem hydrophoben 
Material beschichtet . 

In einem Zentrif ugationsgef afl kann alternativ zur Barriere auch 
eine Klappe eingesetzt werden, die das Zentrif ugationsgef afl 
analog zur Barriere in ein oberes und ein unteres Kompartiment 
unterteilt . 

Diese Klappe hat eine Beschaf fenheit die es erlaubt, dail sie 
vor und nach der Zentrif ugation dicht verschlossen ist und nur 
wahrend der Zentrif ugation durch die Zentrif ugationskraft 
geoffnet wird. Wahrend der Zentrif ugation treffen, bei 
geoffneter Klappe, die Fliissigkeiten des unteren und des oberen 
Kompartiments zusammen. Dies hat zur Folge, dafl die Zellen des 
roten und weiflen Blutsystems, welche eine hohere Dichte als das 
vorgelegte Zellseparationsmedium haben, in das untere 
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Kompartiment gelangen und das Zellseparationsmedium in das 
obere Kompartiment drangen. Dies hat den Effekt, da/3 die 
Tumorzellen, welche eine geringere Dichte als das vorgelegte 
Zellseparationsmedium haben, auf einer Ebene oberhalb der 
Klappe zu liegen kommen. 

Bevorzugt kann als Klappe ein Material verwendet werden, das 
eine hohere Dichte als das verwendete Zellseparationsmedium 
aufweist und zugleich so flexibel ist, da/3 sich die Klappe 
wahrend der Zentrif ugation in das im unteren Kompartiment 
vorgelegte Zellseparationsmedium offnen und sich nach der 
Zentrifugation wieder vollstSndig und dicht schlie/ien kann. 
Beispielsweise eignen sich Kunststoff , Metall oder eine 
Mischung oder spezielle Legierung dieser Stoffe. Es kann aber 
auch jedes andere natiirliche oder kiinstliche, geeignete 
Material eingesetzt werden. 

Die Klappe kann beispielsweise eine Dicke von 0,5-10 mm, 
vorzugsweise ca. 1-5 mm aufweisen. Die Klappe sollte daruber 
hinaus eine Festigkeit aufweisen, die es ihr erlaubt, den 
Zentrif ugationskraf ten unbeschadet Stand zu halten. 

In einer ebenfalls bevorzugten Ausf iihrungsf orm des erfindungs- 
gemafien Verfahrens besteht die Klappe aus einem hydrophoben 
Material oder ist mit einem hydrophoben Material beschichtet. 

In einer bevorzugten Verwendung der Klappe, kann die Klappe in 
unterschiedlicher Weise angebracht sein: a) analog zur Barriere 
starr mit dem Zentrif ugationsgef a/1 verbunden, b) starr mit dem 
Zentrif ugationsgef a/3 verbunden, wobei das Zentrif ugationsgef a/5 
selbst in 2 Teile, in einen unteren und in einen oberen Teil, 
zerlegbar ist und die Klappe den Boden des oberen Teiles bildet 
(Figur 3), oder c) starr mit einem Einsatz verbunden, der in 
das Zentrif ugationsgef a/3 eingefiihrt werden kann, wobei die 
Klappe den Boden des Einsatzes bildet (Figur 2). 

Die Verwendung einer Klappe in einem teilbaren Zentrif ugations- 
gef a/3 bzw. in einem Einsatz, erlaubt einen hoheren 
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Automat is ierungsgrad sowie eine verbesserte sterile Handhabung 
und bietet gegenuber der Barriere den Vorteil, da/5 nach der 
Zentrif ugation die im oberen Kompartiment befindlichen Zellen 
direkt in ein weiteres Gefafl zentrif ugiert werden konnen, 1) 
indent der obere Teil des Zentrif ugationsgef afles auf einen neuen 
unteren Teil bzw. 2) der Einsat2 in ein neues Zentrif ugations- 
gef afl gesetzt wird. 

Es hat sich fur das erf indungsgemafle Verfahren als vorteilhaft 
erwiesen, Klappen zu verwenden, die sich wahrend der 
Zentrif ugation, nicht aus ihrem Zentrum heraus, sondern von 
ihren aufleren Randern aus in das untere Kompartiment Gffnen. 
Dies liegt darin begrundet, dafl sich bei sich zentral offnenden 
Klappen, ein unerwiinscht hoher Prozentsatz an Zellen an den 
Randern zuruckgehalten wird. Dies hat zur Folge, dafl diese 
Zellen nicht gemafl ihrer Dichte entsprechend vollstandig 
aufgetrennt werden konnen und somit die angereicherten 
Tumorzellen im oberen Kompartiment des Zentrif ugationsgef all 
kontaminieren . 



Fur das erf indungsgemafle Verfahren werden somit Klappen 
bevorzugt, die sich von ihren aufleren Randern aus in das untere 
Kompartiment offnen. Es hat sich erwiesen, dafl diese Form von 
Klappen eine vollstandige Trennung von Zellen gemafl ihrer 
Dichte zulassen. In Figur 3 wird beispielhaft eine 
entsprechende Flugelklappe gezeigt. 

Mit Hilfe der porosen Barriere oder Klappe kann die zu 
untersuchende Korperf liissigkeit in das Zentrif ugationsgef afl 
gefullt werden, ohne dafl sie sich mit dem darunterliegenden 
Zellseparationsmedium vermischt und somit die Anreicherung 
beeintrachtigen oder unmoglich machen kann, 

Nach der Zentrif ugation befinden sich die in der 
Korperf liissigkeit vorhandenen Tumorzellen in der Interphase des 
oberen Kompartiments des Zentrif ugationsgef afles • Die 
Fliissigkeit oberhalb der Interphase kann dann zu etwa 80% 
vorsichtig abgesaugt und verworfen werden. Bei dieser 
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Restf liissigkeit handelt es sich beispielsweise bei der 
Verwendung von Blut als Korperf liissigkeit um Plasma, ein 
Plasma/PBS-, bzw. Plasma/Puff er-Gemisch, das die Proteine des 
Plasmas enthalt. 

Der verbleibende Uberstand oberhalb der Barriere oder Klappe, 
in dem sich die Tumorzellen befinden, kann anschliefiend 
gesammelt und beispielsweise in ein frisches 

Zentrif ugationsgef a/i ( vorzugsweise aus gegebenenf alls 
silikonisiertem Kunststoff und mit der gleichen 
Volumenkapazitat wie das zuvor verwendete Zentrif ugationsgef aJ3) 
iiberfiihrt werden . Die porose Barriere bzw. die geschlossene 
Klappe verhindert bei der Entnahme des verbleibenden Uberstands 
ein Vermischen der Zellen des oberen und des unteren 
Kompartiments . 

Vorteilhaft wird anschliefiend das obere Kompartiment des 
Zentrif ugationsgef afles beispielsweise zweimal mit einem Puffer 
nachgewaschen und dieser wird ebenfalls in das frische 
Zentrif ugationsgef afi iiberfiihrt. Als Puffer eignen sich 
beispielsweise Dulbeccos PBS (3,9 mM EDTA, pH 8,0 ohne Calcium 
und Magnesium) oder NaCl/10% ACD-A (Guidelines for the 
collection, processing and storage of human bone marrow and 
peripheral stem cells for transplantation, prepared by the BCSH 
Blood Transfusion Task. Transfus. Med. 1994; 4: 165-72) oder 
NaCl/5% ACD-A/1% Albumin) . Als besonders vorteilhaft hat es 
sich erwiesen, dem Puffer Proteine, wie z.B. 0.1% bis 10% BSA 
(Bovines Serum Albumin) zuzusetzen, da unspezif ische Bindungen 
der zu sammelnden Zellen an Oberflachen wie GefaJlwand, Barriere 
bzw. Klappe, Pipettenspitzen etc . verhindert werden. Nach einer 
weiteren Zentrif ugation beispielsweise bei 1.000 x g iiber ca. 

10 Minuten bei einer Temperatur von ca. 4°C konnen die 
gesammelten Zellen beispielsweise den Tumorzellnachweismethoden 
zugefiihrt werden. 

Nachdem in der gesammelten Tumorzellf raktion auch Thrombozyten 
angereichert werden, kann es vorteilhaft sein, die Thrombozyten 
noch zweimal in einem Puffer (z.B. PBS mit 0,1% - 10% BSA) zu 
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waschen und bei ca. 200 x g und 10 Minuten zu zentrif ugieren, 
wenn die gesainmelten Zellen z. B. auf Ob jekttrager aufgebracht 
werden sollen. 

Urn den nach der Zentrif ugation die Tumorzellen enthaltenden 
Zellring an der Interphase zwischen Zellseparationsmedium und 
Korperf liissigkeit fiir die Entnahme aus dem Zentrif ugationsgef ail 
besser sichtbar zu machen, hat es sich als vorteilhaft 
erwiesen, dem Zellseparationsmedium einen Farbstoff zuzugeben. 
Beispielsweise konnen zu 100 ml einer Percoll-Arbeitslosung 100 
Hi einer 1% Trypan-Blau-Losung zugegeben werden. 

Bei Verwendung eines Zentrif ugationsgef afles mit poroser 
Barriere bzw. Klappe wird nach Entnahme der iiberstehenden 
Restf liissigkeit oberhalb der Interphase jedoch bevorzugt nicht 
nur die Interphase sondern die gesamte verbliebene Fliissigkeit 
oberhalb der porosen Barriere entnommen, nicht weil sich 
zwischen Interphase und poroser Barriere bzw. Klappe noch 
weitere Zellen befinden, sondern weil durch die Abnahme die im 
Zellring enthaltenen Zellen leicht durchmischt werden kSnnen. 
Urn keine Zellen aus dem oberen Kompartiment zu verlieren wird 
dieses vorteilhaft noch zweimal mit einem Puffer (z.B. PBS mit 
0,1% - 10% BSA) gewaschen. 

Alternativ konnen bei der Verwendung eines Einsatzes oder eines 
teilbaren Zentrif ugationsgef Mfles , die oberhalb der Klappe 
befindlichen Zellen direkt in ein neues Zentrif ugationsgef a/1 
zentrifugiert werden. Dies geschieht dadurch, dafl der Einsatz 
in ein neues Zentrif ugationsgef ali eingefuhrt (Figur 4), bzw. 
der obere Teil des Zentrif ugationsgef afles auf einen neuen 
unteren Teil gesteckt wird. 

Mit dem erf indungsgemaflen Verfahren konnen zirkulierende 
Tumorzellen und insbesondere zirkulierende Tumorzellen von 
soliden Tumoren, d.h. von nicht-hamatologischen Tumoren, 
angereichert werden oder hamatologische Tumorzellen, d.h. 
Tumorzellen des roten und weiflen Blutsystems. 



JSDOCID: <WO 0046585A2_I_> 



WO 00/46585 




PCT/EP00/00831 



Mit dem erf indungsgemaflen Tumorzellanreicherungsverf ahren 
konnen Tumorzellen aufgrund ihrer unterschiedlichen Dichte 
nahezu vollstandig von den korpuskularen Bestandteilen von 
Korperf liissigkeiten wie z.B. den Zellen des roten und weiflen 
Blutsystems getrennt, konzentriert und beispielsweise einer der 
bekannten Tumorzellennachweisverf ahren zugefiihrt werden . 

Die Methoden zum Nachweis von Tumorzellen umfassen das gesamte 
Spektrum der gangigen Diagnostik. Beispiele hierfiir sind die 
mikroskopischen, immunzytologischen/immunzytochemischen, bio- 
chemischen und/oder molekularbiologischen Verf ahren. Beispiels- 
weise konnen die Tumorzellen nach der Anreicherung als ganze 
Zellen oder als Zellenbestandteile direkt oder nach Zellkultur 
und Expansion der Tumorzellen durch morphologische, 
imraunzytologische/immunzytochemische , biochemische und/ oder 
molekularbiologische Verf ahren nachgewiesen werden. Diese 
Verf ahren ermoglichen den Nachweis einer ganzen Zelle, der 
spezifischen Aktivitat einer Zelle oder den Nachweis von 
spezifischen Bestandteilen einer ganzen Zelle. Beispiele von 
Bestandteilen einer ganzen Zelle sind u.a. Proteine und 
Glykoproteine der Membran, des Zytoplasmas oder des Zellkerns, 
sowie die Chromosomen, spezifische Abschnitte von Chromosomen 
bis hin zu Nukleinsauresequenzen, wie DNA, RNA und cDNA. 

Beispiele direkter Zellnachweisverf ahren sind u.a. samtliche 
Formen der Mikroskopie einschliefllich der Farbung von Zellen 
oder Zellbestandteilen . Beispiele direkter Farbung sind die 
Trypan-Blau-Farbung oder die Farbung durch spezifische 
Antikorper, die gegen spezifische Bestandteile der Zelle, wie 
der Zellmembran, das Zytoplasma oder der Zellkern gerichtet 
sind und an denen Markierungssignale wie z.B. f luoreszierende 
Farbstoffe gekoppelt sind. Nachweisverf ahren sind u.a. 
Durchf luflzytometrie oder FACS (Fluorescence activated cell 
sorting), ELISA und Western Blotting. Weitere Verf ahren zum 
Nachweis von Zellbestandteilen sind u.a. die 

Detektionsverf ahren von Nukleinsauren mit Hilfe von markierten 
Sonden, z. B. FISH, in situ Hybridisierung, Northern, South- 
Western und Southern Blotting oder differential display sowie 
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u.a. die Amplif ikationsverf ahren von Nukleinsauren u.a, die 
PCR, RT-PCR, in situ RT-PCR und NASBA. 

Weiterhin ist es vorteilhaft / Verfahren einzusetzen, die eine 
spezifische Bindung eines Antikorpers an ein Protein oder eines 
Oligonukleotids an eine Nukleinsaure (DNA, RNA oder cDNA) durch 
eine Signalamplif izierung sichtbar machen. Ein Beispiel hierfur 
ist der Einsatz spezifischer Dendrimere (Polyprobe) (vgl. US 
Patent 5,487,973 und Nilsen, T.W., Grayzel, J. und Prensky, W. 
(1997) J. theor. Biol. 187: 273-284)- Dendrimere sind 
hochverzweigte Strukturen, die vorzugsweise aus Nukleinsauren 
bestehen und aus der seguenziellen Hybridisierung monomerer 
Strukturen hervorgehen. Ein Monomer ist ein Heterodimer, der 
aus zwei Einzelstrang-Nukleinsauren besteht, die eine 
Doppelstrang-Taile und vier Einzelstrang-Armen bilden. Ein 
Dendrimer ist aus der sequenziellen Bindung solcher Monomere in 
mehreren Bindungsebenen zusammengesetzt : Die erste 
Bindungsebene besteht aus vier Monomeren mit zwolf 
Einzelstrang-Armen. Die zweite Ebene besteht aus zwolf 
Monomeren mit 36 Einzelstrang-Armen. Die sechste Ebene besteht 
aus 972 Monomeren mit 2916 freien Einzelstrang-Armen. An einen 
der Einzelstrang-Arme konnen zum einen spezifische Antikorper 
oder spezifische Sonden wie Nukleinsauren angekoppelt werden. 
An den anderen Einzelstrang-Arm hingegen konnen spezifische 
Markierungssignale wie z.B. f luoreszierende Farbstoffe, oder 
radioaktive Substanzen gekoppelt werden. Der Einsatz der 
Dendrimere zum Nachweis von seltener DNA oder RNA kann entweder 
direkt oder indirekt nach Amplif ikation durch z.B. PCR, RT-PCR 
oder NASBA erfolgen. 

Die angeschlossenen Nachweisverf ahren konnen auf folgenden 
Gebieten zum Einsatz kommen: 

Der Nachweis der Tumor zellen kann direkt als Tumormarker 
eingesetzt werden. 

In Staginguntersuchungen kann die Anzahl der nachgewiesenen 
zirkulierenden Tumorzellen mit dem klinischen Bild korreliert 
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und ein individuelles Tumorstaging festgelegt werden. Nach 
Entfernung des Primartumors kann der Patient regelmafiigen 
Rezidivkontrollen unterzogen und bei positive™ Befund sofort 
behandelt werden, Weitere Anwendungsmoglichkeiten sind der 
Nachweis von residualen Tumorzellen im Knochenmark von 
Patienten, die sich einer Hochdosis-Strahlentherapie 
unterziehen mvissen oder von zirkulierenden Tumorzellen im 
Rahmen von ex-vivo und in-vivo Gentherapieansatzen . 

Durch die Gewinnung von zirkulierenden Tumorzellen konnen 
Therapien auf ihre Wirksamkeit hin iiberpriift und gegebenenf alls 
abgeandert werden. Dies ist insbesondere dadurch moglich, dafl 
man nach Gewinnung von Tumorzellen, direkt oder nach Kultur und 
Expansion, die individuelle Resistenzlage der Tumorzellen auf 
ein Zytostatikum iiberpriifen und alternative Praparate austesten 
kann. Auflerdem besteht die Moglichkeit an den gewonnenen 
Tumorzellen neue Therapeutika zu testen. 

Einen besonderen Stellenwert wird dem Verfahren im Rahmen von 
Tumorvorsorgeuntersuchungen beigemessen, da mit einer erheblich 
friiheren Diagnose und bei sofortiger Therapie mit langeren 
Uberlebensraten zu rechnen ist. Weitere Anwendungen liegen in 
der Tumorvakzineherstellung und der Gentherapie. 

Die vorliegende Erfindung betrif ft somit auch ein Verfahren zum 
Nachweis von Tumorzellen in einer Korperf liissigkeit , worin die 
Tumorzellen, wie vorstehend beschrieben aus der 
Korperf liissigkeit angereichert und bevorzugt gleichzeitig 
unerwiinschte Zellen abgereichert werden. 

In der immunzytologischen/immunzytochemischen Diagnostik werden 
z.B. zirkulierende Tumorzellen in Blut und Knochenmark durch 
spezifische Antikorper nachgewiesen. Dazu werden ca. 1 - 2 x 
10 6 mononukleare Zellen (MNC) mittels einer Zentrifuge auf 
einen Objekttrager gebracht, gefarbt und mikroskopisch 
ausgewertet (Zhong et al. Tumordiagn. u. Ther. (1999) 20: 39). 
Eine Blutprobe enthalt zwischen 1 - 3 x 10 6 MNC/ml. Ausgehend 
von einer mittleren Menge von 2 x 10 6 MNC/ml, enthalten 20 ml 



JSDCXJID: <WO 0046585A2_I_> 



WO 00/46585 




PCI7EP0O/O0831 



18 



Blut ca. 40 x 10° MNC, die auf 20 - 40 Objektragern untersucht 
werden miifiten. Unsere Untersuchungen zeigen, dail mit dem 
erf indungsgemafien Verfahren aus 20 ml Blut ca. 1 x 10 5 Zellen 
angereichert werden konnen . Das bedeuted, daJl die Auswertung 
der gewonnenen Tumorzellf raktion aus bis zu 200 ml Blut Oder 
Knochenmark auf einem Praparat erfolgen kann. 

An diesem Beispiel wird verdeutlicht , dafi das erf indungsgema/Je 
Verfahren entscheidende Bedeutung besonders in Hinblick auf 
folgende Faktoren hat: 1. Wirtschaf tlichkeit : Einsparung von 
Zeit und Reagentien, 2. Qualitat der Ergebnisse: z.B. durch 
Erhohung der Signal/Noise-Ratio , 3. ErschlieBung bisher nicht 
durchf iihrbarer zell- oder molekularbiologischer Untersuchungen 
der zirkulierenden Tumorzellen: z.B. Einzel-Zell-PCR- , FISH- 
und Gene-Array-Scanner-Analysen und 4. Automat is ierung und 
Miniaturisierung der Nachwe is verfahren: z.B. HTS (High 
Througput Systeme) und die Nanotechnologie . 

Nachdem im Rahmen einer manifesten Mikrometastasierung die 
Wahrscheinlichkeit einen positiven Befund zu erheben, 
signifikant verbessert wird, bietet das erf indungsgemaiie 
Verfahren zudem entscheidende Vorteile in Bezug auf eine 
Standardisierung der Detektion von Tumorzellen sowohl im 
Knochenmark als auch im peripheren Blut, wie sie z.B. von der 
ISHAGE (International Society for Hematotherapy and Graft 
Engeneering) Working Group for Standardization of Tumor Cell 
Detection bei Borgen et al . in Cytotherapy (1999) 1: 377 
gefordert wird. 

Wie erwahnt, konnen einzelne Schritte oder mehrere 
Einzelschritte innerhalb des erf indungsgemafien Anreicherungs- 
verfahrens oder das ganze Verfahren selbst automatisiert 
werden. Fur eine Automat is ierung des Verfahrens eignen sich 
samtliche technischen Verfahren in welchen die notwendigen 
Manipulation automat isch durch Roboter bzw. eigens konzipierte 
Maschinen unter standardisierten Bedingungen durchgefiihrt 
werden konnen. Weiterhin eignen sich Systeme in welchen die 
einzelnen Reaktionsschritte in minimalen Volumina durchgefiihrt 
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werden konnen. Beispiele hierfiir sind High Throughput Systeme 
(HTS) sowie Systeme der Nanotechnologie . 

Beispielsweise erlaubt die Verwendung von Mikrotiterplatten 
einen hoheren Automatisierungsgrad . Im Sinne des erfindungs- 
gemaflen Anreicherungsverf ahrens kann beispielsweise das gesamte 
Spektrum der gangigen Diagnostik wie z.B. mikroskopische, 
inununzytologische/immunzytochemische, biochemische und/oder 
molekularbiologische Verf ahren auf Mikrotiterplattenebene 
durchgefiihrt werden. Mikrotiterplatten erlauben fur den 
Fachmann die gleichen Manipulationen, mit dem Unterschied, dafl 
mehrere Proben gleichzeitig, unter standardisierten Bedingungen 
und in schnelleren Zeitraumen verarbeitet werden konnen. 



Im Sinne der Automat is ierung des erf indungsgema/ien Verfahrens, 
konnen beispielsweise fur den iiranunzytologischen/immunzyto- 
chemischen Nachweis, unterschiedliche Blut- oder Knochenmark- 
proben, nach einer erfolgten Auftrennung, getrennt zu einem 
Cytospin-Praparat verarbeitet Oder alternativ direkt auf 
Mikrotiterplatten zentrif ugiert werden. Ein Cytospin-Praparat 
hat eine Grundflache von ca. 240 mm 2 auf die 1 x 10 6 Zellen 
zentrif ugiert werden. Als Mikrotiterplatten eignen sich 
beispielsweise 12 Kammer-, 24 Kammer- bzw. 4 8 Kammer-Platten 
mit einer Kammerflache von jeweils ca. 350 mm 2 , 190 mm 2 bzw. 
110 mm 2 . 

Bevorzugt werden fur die immunzytologische/immunzytochemische 
Diagnostik 12 Kammer- oder 24 Kammer-Platten und besonders 
bevorzugt 24 Kammer-Platten verwendet . Weiterhin werden 
bevorzugt Mikrotiterplatten verwendet, in denen die Kammern als 
Streifen in einen Rahmen eingesetzt werden konnen, z.B. 3 
Streifen, Si 4 Kammern/ 12 Kammer-, 4 Streifen h 6 Kammern/24 
Kammer- und 6 Streifen h 8 Kammern/48 Kammer-Platte . 

Besonders bevorzugt werden Mikrotiterplatten > die statt eines 
Plastikbodens einen Glasboden haben, da sich Glas fur 
verschiedene Anwendungen besser als Plastik eignet 
(beispielsweise zur Fixierung der Zellen) . Analog zu den 
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Cytospin-Praparaten konnen die Praparate in Mikrotiterplatten 
durch eine computergestiitzte Bildanalyse ausgewertet werden. 

Analog zur den Verfahren im Bereich der Inuminzytologie 
/Immunzytochemie konnen die molekularbiologischen Diagnose- 
verfahren ebenfalls auf Mikrotiterplatten durchgefiihrt werden, 
mit dem Unterschied, dafl nach der Auftrennung der Zellen 
wesentlich kleinere Volumina verarbeitet werden und somit 
Mikrotiterplatten bis hin zu HTS- (High Throughput System) 
Mikrotiterplatten bzw. Systeme der Nanotechnologie verwendet 
werden und die Manipulationen durch Roboter bzw- eigens 
konzipierte Maschinen unter standardisierten Bedingungen in 
minimalen Volumina durchgefiihrt werden konnen. 

Im Rahmen der Automat is ierung des erf indungsgemaflen Verfahrens 
konnen Einsatze auf die Mikrotiterplatten gesetzt werden, die 
es erlauben, da/3 die Auftrennung der Zellen in kleineren 
Volumina, analog zu einem Zentrif ugationsgef afl, direkt auf 
einer Mikrotiterplatte durchgefiihrt werden konnen. Ein solcher 
Aufsatz, in dem die einzelnen Kammern analog zu den 
beschriebenen Zentrif ugationsgef aflen mit Klappen versehen sind, 
ist zum besseren Verstandnis beispielhaft in Figur 5 
dargestellt . 

Die vorliegende Erfindung betrifft somit auch Verfahren zum 
semi- Oder vollautomatischen Nachweis von Tumorzellen in einer 
Korperf liissigkeit , worin die Tumorzellen wie vorstehend 
beschrieben aus einer Korperf liissigkeit angereichert wurden. 

In einer speziellen Anwendung des erf indungsgemafien Verfahrens 
konnen auch Tumorzellen aus Korperf liissigkeit isoliert und 
beispielsweise zu Forschungs- und Therapiezwecken kultiviert 
werden. Zur Kultur eignen sich samtliche Systeme wie auch 
Systeme der Nanotechnologie. In diesen Systemen konnen die 
Kulturen von Tumorzellen unter optimierten Bedingungen in 
minimalen Volumina semi- bzw. vollautomatisch durchgefiihrt 
werden . 
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Die vorliegende Erfindung betrifft somit auch Verfahren zur 
Kultur von Tumorzellen , die unter Anwendung des 
erfindungsgemaflen Verfahrens gewonnen vurden. 

In einer speziellen Anwendung des erfindungsgemaflen Verfahrens 
konnen auch Tumorzellen beispielsweise aus dem Knochenmark bzw. 
aus dem peripheren Blut abgereichert werden, z.B. wenn der 
Spender zum Zwecke der Erhohung des Blutstammzell-Gehaltes mit 
Wachs turns faktoren behandelt wurde. 

Eine Anreicherung von Blutstammzellen wird routinemaflig sowohl 
aus dem Blut als auch aus dem Knochenmark zum Zwecke der 
Blutstammzelltransplantation durchgef iihrt . Dabei kann es sich 
sowohl urn eigene (autologe) oder fremde (allogene) 
Blutstammzellen handeln. Die autologe wie auch allogene 
Blutstammzelltransplantation wird besonders im Rahmen der 
Hochdosistherapie (z. B. Chemo- bzw, Strahlentherapie) von 
Tumorerkrankungen als auch zur Therapie von Erkrankungen des 
blutbildenden Systems und von Autoimmunerkrankungen (z.B. 
Rheuma) angewendet. Im Falle einer Anreicherung von 
Blutstammzellen aus dem Knochenmark, wird das Ausgangsmaterial 
direkt durch Entnahme von Knochenmark, z. B. aus dem Beckenkamm 
gewonnen. Im Falle einer Anreicherung von Blutstammzellen aus 
dem peripheren Blut wird die Konzentration der Blutstammzellen 
im Blut zuerst durch die Gabe von Wachstums faktoren erhoht . 
Mononukleare Zellen (MNC ) werden nachfolgend mittels 
Leukapherese gewonnen. Die gewonnenen mononuklearen Zellen 
werden dann einem Anreicherungsverf ahren fur Blutstammzellen 
unterzogen. Diese angereicherte Blutzell-Fraktion wird dann mit 
DMSO versetzt und bis zur Transplantation eingefroren. 

In Falle der autologen Blutstammzelltransplantation ist die 
Gefahr der Transplantation von kontaminierenden Tumorzellen 
besonders gro/5 und gefahrdet den Therapieerf olg. Es ist deshalb 
wiinschenswert vor der Transplantation die gewonnene MNC- 
Fraktion auf das Vorhandensein von Tumorzellen zu uberprufen 
und vorhandene Tumorzellen abzureichern. 
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Es wurde nun gefunden, dafl Bluts tammzellen, die als 
Oberf lachenmarker das CD34 Antigen tragen, Telomerase-positiv 
sind, und eine Dichte von ca. 1,061 g/ml + 0,0005 g/ml haben. 
Diese Dichte liegt so nahe an der besonders bevorzugten Dichte 
von 1,060 g/ml ± 0,0005 g/ml, die im erf indungsgemaflen 
Verfahren zur Anreicherung von Tumorzellen verwendet wird, dafl 
eine perfekte Trennung von Telomerase-positiven Tumorzellen von 
Telomerase-positiven Nicht-Tumorzellen, nach einer 

therapeutischen Mobilisierung von CD 34+ Blutstammzellen in das 
periphere Blut, nicht immer vollstandig und sicher 
gewahrleistet werden kann. 

Im Falle des Telomerase-Nachweises aus dem peripheren Blut, 
belegen durchgef iihrte Versuche, dafl bei alien Blutproben der 
untersuchten Probanden, selbst nach einer Auf trennung mit einem 
Zellseparationsmedium mit einer Dichte von 1,065 g/ml, die aus 
der Interphase gesammelte Zellfraktion durchgehend Telomerase- 
negativ war. Das bedeutet, dafl bei den untersuchten Probanden 
der Anteil von CD 34+ Zellen, bzw. die Telomerase-Aktivitat der 
CD 34+ Zellen im peripheren Blut unter der Nachweisgrenze lag 
(Beispiel 2) . 

Nach der Mobilisierung von Blutstammzellen in das periphere 
Blut ist es wahrscheinlich, dafl die gesammelte Zellfraktion bei 
einer Trennung rait einer Dichte von 1,060 ± 0,0005 g/ml, 
Telomerase-positiv wird und nicht mehr zwischen Telomerase- 
positiven Tumorzellen und Telomerase-positiven Nicht- 
Tumorzellen unterscheiden werden kann. Dies liegt darin 
begriindet, dafl durch die Stimulation mit den Wachstumsf aktoren 
zum einen die Menge der CD 34+ Blutstammzellen und zum anderen 
auch die Telomerase-Aktivitat dieser Zellen zugenommen hat. Ein 
Teil dieser CD 34+ Blutstammzellen wird nicht vollstandig 
abgereichert und somit werden die in der Interphase 
befindlichen Telomerase-positiven Tumorzellen durch Telomerase- 
positive CD 34+ Nicht-Tumorzellen kontaminiert . 

Dieses Problem kann erf indungsgemafl dadurch gelost werden, dafl 
in diesem Falle das vorstehend beschriebene Verfahren 
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dahingehend abgewandelt wird, in einem ersten Schritt die CD 
34+ Blutstammzellen anzureichern und die unerwiinschten 
Blutzellen in einem hohen Mafie abzureichern. In einem zweiten 
Schritt werden dann entweder die Tumorzellen von den CD 34 + 
Blutstammzellen oder die CD 34+ Blutstammzellen von den 
Tumorzellen durch Immunadsorption abgetrennt. Es wurde 
gefunden, da/3 eine besonders gute Trennleistung, im Sinne einer 
Abreicherung von unerwiinschten Blutzellen bei gleichzeitiger 
Anreicherung von CD34+ positiven Blutstammzellen und 
Tumorzellen mit einer Erhohung der Dichte des 
Zellseparationsmediums auf einen Bereich von 1,061 bis 1,065 
g/ml und besonders bevorzugt von etwa 1,062 g/ml, insbesondere 
1,062 g/ml ± 0,0005 g/ml erzielt wird. 

Der zweite Trennschritt erfolgt durch eine weitere Anreicherung 
der gewiinschten Zellpopulationen bzw. Abreicherung 
unerwiinschter Zellen wie z.B. Tumorzellen in Blutstamrazell- 
Praparationen zu diagnostischen wie therapeutischen Zwecken, 
und wird durch ein nachgeschaltetes An- oder Abreiche rungs- 
verfahren z.B. unter Verwendung von Immunadsorptionsverf ahren 
mit spezifischen Antikorpern durchgef iihrt . 

Durch das erf indungsgemafle Trennverf ahren kann ein nach- 
geschaltetes Abreicherungsverf ahren wesentlich kostengiinstiger 
angewendet werden, nachdem ein erheblicher Anteil der 
unerwiinschten Blutzellen bereits abgereichert worden ist. 

Die vorliegende Erfindung betrifft somit auch ein Verfahren 
insbesondere zum Nachweis und zur therapeutischen Abreicherung 
von Tumorzellen aus Blutstammzellen von Knochenmark und 
peripherem Blut, worin die Tumorzellen und Blutstammzellen in 
einer Fraktion wie vorstehend beschrieben angereichert und die 
Blutstammzellen oder Tumorzellen in einem zweiten Schritt 
entweder angereichert oder abgereichert werden, 

Nachdem das erf indungsgemafie Verfahren vorteilhaft im Rahmen 
der therapeutischen autologen Blutstammzellgewinnung eingesetzt 
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werden kann, ist es naheliegend, dieses Verfahren auch zur 
allogenen Blutstanunzellgewinnung einzusetzen. 

Das erf indungsgewafle Anreicherungsverf ahren von allogenen und 
autologen Bluts tammzellen bewirkt, dafi die Blutstammzellen 
erheblich besser angereichert und unerwiinschte Blutzellen 
wesentlich besser abgereichert werden, als es mit den bisher 
ublichen Methoden durchf iihrbar ist. Dies hat insbesondere den 
Vorteil, da/3 die Menge von DMSO, die zur Kryokonservierung der 
Zellen erforderlich ist, erheblich verringert werden kann. 
Somit konnen die durch DMSO verursachten Komplikationen, die 
bei der Blutstammzelltransplantation entstehen, verringert 
werden . 

Die vorliegende Erfindung betrifft somit auch ein Verfahren zur 
therapeutischen Anreicherung von allogenen bzw. autologen 
Blutstammzellen von Knochenmark und peripherem Blut, worin bei 
der autologen Blutstammzellgewinnung die Tumorzellen und 
Blutstammzellen in einer Fraktion wie vorstehend beschrieben 
angereichert und die Blutstammzellen oder Tumorzellen in einem 
zweiten Schritt entweder angereichert oder abgereichert werden. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Kit 
zur Anreicherung von Tumorzellen aus einer Korperf liissigkeit , 
der zur Durchfiihrung des erf indungsgemafien Verfahrens geeignet 
ist. Hierzu umfafit der Kit ein Zellseparationsmedium, das eine 
Dichte im Bereich von 1,055 bis 1,065 g/ml aufweist, bevorzugt 
im Bereich von 1,057 bis 1,063 g/ml, bevorzugter von 1,059 bis 
1,061 g/ml und besonders bevorzugt von etwa 1,060 g/ml, 
insbesondere 1,060 g/ml ± 0,0005 g/ml sowie gegebenenf alls ein 
Zentrifugationsgef afl. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Kit 
zur Anreicherung von Blutstammzellen aus peripherem Blut und 
dem Knochenmark, der zur Durchfiihrung des erf indungsgemaiien 
Verfahrens geeignet ist. Hierzu umfaflt der Kit ein 
Zellseparationsmedium, das eine Dichte im Bereich von 1,061 bis 
1,065 g/ml aufweist und bevorzugt von etwa 1,062 g/ml, 
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insbesondere 1,062 g/ml ± 0,0005 g/ml sowie gegebenenf alls ein 
Zentrif ugationsgef afl. 

Urn das routinemaflige Arbeiten mit dem Kit zu erleichtern, kann 
das Zentrifugationsgefafl eine porose Barriere oder Klappe 
bevorzugt mit einer Dicke von 1-10 mm, vorzugsweise ca. 1-5 mm 
aufweisen, die das Zentrifugationsgefafl in ein oberes und ein 
unteres Kompartiment unterteilt. Die porose Barriere kann 
vorteilhaft eine Porengrofle von 20-100 jim, vorzugsweise 20-30 
Mm aufweisen und besteht bevorzugt aus einem hydrophoben 
Material . 

Die Klappe off net sich vorteilhaft von ihren aufleren Randern 
aus in das untere Kompartiment und besteht bevorzugt aus einem 
hydrophoben Material. Die Klappe ist dabei analog zur Barriere 
a) starr mit dem Zentrif ugationsgef a/1 verbunden, b) starr mit 
dem Zentrif ugationsgef afl verbunden, wobei das 

Zentrif ugationsgef eLJl selbst in 2 Teile, in einen unteren und in 
einen oberen Teil, zerlegbar ist und die Klappe den Boden des 
oberen Teiles bildet, oder c) starr mit einem Einsatz 
verbunden, der in das Zentrif ugationsgef afl eingefiihrt werden 
kann, wobei die Klappe den Boden des Einsatzes bildet. 

Die Grofle des in dem Kit enthaltenen Zentrif ugationsgef afles 
sollte an die Menge der Korperf lussigkeit angepaflt sein, aus 
der die Tumorzellen angereichert werden sollen. Beispielsweise 
kann das Zentrif ugationsgef afl ein Volumen von 1-500 ml, 
bevorzugt 1-50 ml und besonders bevorzugt 15-50 ml aufweisen. 
Bevorzugt ist das Zentrif ugationsgef afl verschlieflbar . Das 
Zentrifugationsgef afl ist bevorzugt steril bzw. sterilisierbar 
und kann dabei aus festen unverf ormbaren oder auch verformbaren 
Materialien (Beutel) bestehen oder eine Mikrotiterplatte sein. 

In einer alternativen Aus fuhrungs form sollte die Grofle des in 
dem Kit enthaltenen Zentrif ugationsgef afles an die Menge der 
Korperf lussigkeit angepaflt sein, aus der die Blutstammzellen 
angereichert werden sollen. Beispielsweise kann das 
Zentrifugationsgef afl ein Volumen von 50-500 ml, bevorzugt 50- 
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250 ml und besonders bevorzugt 50-200 ml aufweisen. Bevorzugt 
ist das Zentrifugationsgef a/1 verschlieflbar. Das 

Zentrif ugationsgef afi ist steril bzw. steril isierbar und kann 
dabei aus festen unverf ormbaren oder auch verformbaren 
Materialien (Beutel) bestehen. 

Besonders vorteilhaft befindet sich das Zellseparationsmedium 
in dem Kit bereits im unteren Kompartiment des 
Zentrif ugationsgef afies , damit dieses bei Routineuntersuchungen 
einfach und schnell eingesetzt werden kann. 

In einer weiteren bevorzugten Aus fuhrungs form umfaflt der Kit 
ein Zellseparationsmedium, das mit einem Farbstoff versetzt 
ist, der die Interphase zwischen Zellseparationsmedium und 
Interphase nach der Zentrif ugation leichter sichtbar macht. 

Schliefilich umfaflt die Erfindung auch vorteilhaft fur das 
erf indungsgemafie An- oder Abreicherungsverf ahren einsetzbare 
Zentrif ugationsgef a/ie, die eine wie vorstehend beschriebene 
Klappe aufweisen. 

Das erf indungsgemafle Verf ahren bietet den Vorteil, daJ3 
Telomerase-positive nicht-Tumorzellen einfach und sicher von 
den anzureichernden Tumor zellen abgetrennt werden f so dafl in 
anschlieflenden Nachweisverf ahren keine f alsch-positiven 
Ergebnisse durch Telomerase-aktive nicht-Tumorzellen erhalten 
werden. Dariiber hinaus sind nur wenige Arbeitsschritte fiir die 
Anreicherung und Isolierung von Tumorzellen aus Korpergewebe 
notwendig, so dafl dadurch die Prozessierung von grofleren Mengen 
von Probenmaterial moglich wird. Die Kosten fiir die notwendigen 
Materialien sind beispielsweise gegeniiber der Verwendung 
spezifischer Antikorper und der anschlieflenden Trennung mittels 
geeigneter Apparaturen signifikant geringer. 

Dariiber hinaus zeigte die Untersuchung von 10 unterschiedlichen 
Zellinien, die von Tumorgeweben, wie Melanom, Prostata- , 
Brust-, Lungen- f Leber- und Colorektal-Karzinomen abgeleitet 
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waren, dafl die Zellen all dieser Zellinien in ihrer Mehrzahl 
durch das erf indungsgemafie Verfahren angereichert wurden. 

Von den anliegenden Figuren zeigt: 

Figur 1 das Ergebnis einer Untersuchung der Temperatur- 
abhangigkeit der Dichte von Percoll. In einem Temperaturbereich 
von ca. 0°C-8°C betragt die Dichte der hergestellten Percoll- 
Arbeitslosung 1,060 ± 0,005 g/ml . Bei einer Umgebungstemperatur 
von mehr als 8°C beginnt die Percoll-Arbeitslosung stetig zu 
expandieren und die ursprunglich eingestellte Dichte 
signifikant abzunehmen. 

Figur 2 zeigt ein Beispiel eines Zentrif ugationsgef afles (1) mit 
einem Verschlufl (2) und einem Einsatz (3) mit einer Klappe (4), 
die an einer Querverstrebung (5) fixiert ist. Die 
Querverstrebung (5) ist fest mit dem Einsatz (3) verbunden. Die 
Klappe (4) bildet den Boden des Einsatzes (3). Im einfachsten 
Falle ist die Klappe beispielsweise ein Plattchen, das durch 
die Zentrif ugation auf zwei Seiten iiber die Querverstrebung (5) 
in das vorgelegte Zellseparationsmedium gebogen wird. Die 
Querverstrebung (5) unterstutzt auch den vollstandigen Klappen- 
schlufl nach der Zentrif ugation. Das Zentrif ugationsgef afl (1) 
mufl wahrend der Zentrif ugation mit dem Verschlu/3 (2) 
verschlossen sein, urn zu verhindern, da/3 das vorgelegte 
Zellseparationsmedium an dem Spalt (s) zwischen 
Zentrif ugationsgef afl (1) und Einsatz (3) nach oben gedruckt 
wird, Zusatzlich kann die Klappe (4) beispielsweise mit zwei 
zusatzlichen Fiiflchen (6) ausgestattet sein, so da/5 der Einsatz 

(3) auf die Querverstrebung (5) und die Fiiflchen (6) aufrecht 
abgestellt werden kann. Gleichzeitig begiinstigen die Fiiflchen 
(6) die Klappenof fnung, da sie die aufleren Rander der Klappe 

(4) zusatzlich beschweren. 

Figur 3 zeigt ein Beispiel eines Zentrif ugationsgef afies (7) f 
das im Unterschied zu dem in Figur 2 gezeigten 
Zentrif ugationsgef afl ( 1) aus . zwei Teilen besteht. Der obere 
Teil (8) kann auf einen unteren Teil (9) aufgesteckt werden. 
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Die Klappe (4) bildet den Boden, der Verschlufl (2) den Deckel 
des oberen Teiles. 

Figur 4 zeigt ein Beispiel der Funktionsweise eines Klappen- 
Einsatzes in einem Zentrif ugationsgef aft wie er z.B. fur die 
Separation von Tumorzellen aus Blut oder Knochenmark verwendet 
wird. a) Die zu untersuchende Blut- oder Knocheiranarks probe (bk) 
enthalt vereinfacht dargestellt, Erythrozyten (rbc), Leukozyten 
(wbc) und Tumorzellen (tc) und wird nach Entnahme direkt in den 
Einsatz (3) gegeben, dessen Boden durch die Klappe (4) dicht 
verschlossen ist. b) Der Einsatz (3) wird dann beispielsweise 
in ein 50 ml Zentrif ugationsgef afi (1) eingefuhrt, in dem 
bereits ein entsprechendes Volumen des Zellseparationsmediums 
(sm) vorgelegt wurde. c) Wahrend der Zentrif ugat ion werden 
durch die angelegte Zentrif ugalkraft die beiden Seiten der 
Klappe (4) iiber die Querverstrebung (5) nach unten in das 
Zellseparationsmedium (sm) hinein gebogen. Dies bewirkt, dai* 
die Fliissigkeiten (bk) und (sm) zusammentref f en und das 
Zellseparationsmedium (sm) durch die dichteren Zellen (rbc) und 
(wbc) nach oben verdrangt wird, womit die Tumorzellen (tc), 
welche eine geringe Dichte als das vorgelegte 
Zellseparationsmedium (sm) haben, auf einer Ebene oberhalb der 
Klappe (4) zu liegen konunen. d) Nach der Zentrif ugation ist die 
Klappe (4) wieder dicht verschlossen, so dafl e) der Einsatz (3) 
mit den Tumorzellen (t.c) einem geringen Anteil 
Zellseparationsmedium (sm) und Plasma (p) f) und g) in ein 
neues Zentrif ugat ionsgefafl iiberfiihrt werden kann. Durch eine 
erneute Zentrif ugation h) werden die Tumorzellen (tc) 
pelletiert i) und konnen dann j) weiter gereinigt und den 
nachf olgenden Untersuchungen zugefiihrt werden. 

Figur 5 zeigt ein Beispiel eines Klappen-Einsatzes fur eine 
Mikrotiterplatte, mit einer Vielzahl Klappen (4). 

Figur 6 zeigt das Ergebnis einer RT-PCR-Analyse von Blut eines 
gesunden Spenders (A) und Blut des gleichen Spenders gemischt 
mit GFP-transf izierten Zellen der Melanom-Zellinie T289 (B, C) 
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nach Tumorzellanreicherung mit einem Zellseparat ionsmedium 
einer Dichte von 1,070 g/ml. 

Figur 7 zeigt das Ergebnis einer RT-PCR-Analyse von Blut 
gesunder Spender, das mit Tumorzellen einer Prostata-Karzinom- 
( A) und Mamma-Karzinom-Zellinie (B) gemischt wurde, nach 
Tumorzellanreicherung mit einem Zellseparationsmedium einer 
Dichte von 1,065 g/ml. 

Figur 8 zeigt die Wiederf indungsrate von GFP-transf izierten 
Melanomzellen, die zu Blut unterschiedlicher (A, B) gesunder 
Spender gemischt wurden, nach Anreicherung mit einem 
Zellseparationsmedium einer Dichte von 1,065 g/ml, 

Figur 9 zeigt ein Flufldiagramm fur die RT-PCR. 

Figur 10 zeigt die Wiederf indungsrate gespikter Tumorzellen der 
Brustkrebs-Zell-Linie MDMB 435s im peripheren Blut. 

Figur 11 zeigt die Wiederf indungsrate von unterschiedlichen 
Karzinomzell-Linien . 

Die nachf olgenden Beispiele sollen die Erf indung naher 
erlautern. 

Beispiel 1 

In einem silikonisierten Kunststoff -Zentrif ugationsgefa/i wurde 
venoses Blut (5-20 ml), mit EDTA versetzt (3,9 mM 
Endkonzentration, pH 8,0) und mit 1 Volumen PBS gemischt. Das 
Blut/PBS-Gemisch wurde anschliefiend auf 5-10 ml Percoll mit 
einer Dichte von 1,06 5 g/ml gegeben und bei langsamer 
Beschleunigung und ohne Bremse fur 30 Minuten bei 1.000 x g und 
4°C zentrif ugiert. Das untere Viertel des 

Zentrifugationsgef afles wurde anschliefiend fiir 5-10 min in 
fliissigem Stickstoff inkubiert . Dadurch wurde wahrend des 
Absaugens der Zellen, die sich an der Interphase im Ubergang 
zwischen dem Percoll und dem dariiberliegenden Plasma/PBS- 
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Gemisch befanden, eine Kontamination mit Zellen des Pellets 
verhindert. Die Zellen der Interphase, bei denen es sich 
vorwiegend urn Thrombozyten und urn im Blut zirkulierende 
Tumorzellen handelte, wurden anschlieflend in ein neues 
silikonisiertes Kunststof f -Zentrif ugationsgef afl iibertragen und 
fur 10 min bei 1.000 x g und 4°C zentrif ugiert . Fur die 
anschlieflende RT-PCR-Untersuchung wurde das Zellpellet in einem 
Guanidium-Isothiocyanat-Puf f er aufgenommen, wodurch die Zellen 
lysiert wurden und einer RNA-Isolierung unterzogen werden 
konnten . 



Beispiel 2 



Mit Hilfe von sogenannten Spiking-Experimenten, bei denen 
Tumorzellen verschiedener Zellinien zum Blut normaler Spender 
gemischt wurden und die Tumorzellen anschlieflend re-isoliert 
und in der RT-PCR untersucht wurden , wurde gezeigt, dafl in 
Abhangigkeit der verwendeten Zellinie die Telomerase-Aktivitat 
von etwa 1-4 gespikter Tumorzellen/ml Blut nachgewiesen werden 
kann. Die RT-PCR wurde analog zu der in Beispiel 4 
beschriebenen Vorgehensweise durchgef iihrt . 

Hierzu wurden die Zellen der zu spikenden Tumorzellinien 
entsprechend der Angaben des Herstellers (ATCC, American Tissue 
Cell Culture) bis zur Konfluenz kultiviert. Die Zellen wurden 
anschlieflend trypsiniert und in Medium (RPMI 164 0) gewaschen. 
Nach Entnahme eines 10 ^1 Aliquots, das 1:1 mit Tryptan-Blau 
gemischt wurde , wurden die lebenden Zellen in einer Zahlkammer 
bestimmt und die entsprechende Zellkonzentration wurde 
berechnet. Anschlieflend wurde die Zellsuspension verdiinnt und 
ein Volumen, das einer bestimmten Zellzahl entspricht, mit dem 
Blut gesunder Blut spender gemischt. Als Kontrolle diente Blut 
dem keine Tumorzellen zugesetzt wurden. Die Anreicherung der 
gespikten Tumorzellen wurde einmal zum Vergleich mit einem 
Zellseparationsmedium einer Dichte von 1 # 070 g/ml und nach dem 
erf indungsgemaflen Verfahren durchgef iihrt . Zur Bestimmung der 
Wiederf indungsrate wurden anschlieflend mikroskopische , 
durchf luflzytometrische und RT-PCR-Analysen durchgef iihrt . 
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a) Vergleichsversuch 

Figur 6 zeigt das Ergebnis einer RT-PCR-Analyse von 20 ml Blut 
eines gesunden Spenders (A) und 20 ml Blut des gleichen 
Spenders gemischt mit GFP-transf izierten Zellen der Melanom- 
Zellinie T289 (B, C) . Das Blut wurde auf Percoll einer Dichte 
von 1,070 g/ml geschichtet, 2entrif ugiert und anschlie/iend 
wurden die Zellen analysiert. Die katalytische Untereinheit der 
Telomerase (hTRT) ist im normalen Blut nicht nachweisbar (A) , 
wahrend bei 1 und 2 gespikten Melanomzellen pro ml Blut hTRT 
nachweisbar ist (B, C) . Bei der verwendeten Percoll-Dichte von 
1,070 g/ml sind jedoch noch hinreichend viele Telomerase-aktive 
Leukozyten in der Interphase vorhanden, wodurch die RNA- 
Komponente (hTR) auch im ungespikten Blut nachweisbar ist. Fur 
die Prasenz von aktivierten und wahrscheinlich deshalb auch 
Telomerase-aktiven Leukozyten in der Fraktion der isolierten 
Zellen spricht auch die Tatsache, dafl CD69, ein friiher 
Aktivierungsmarker in B- und T-Zellen, in alien Blutproben 
nachweisbar ist (A-C) . Der Tumormarker CEA ( Care inoembr ionic 
Antigene) ist sowohl im ungespikten als auch im gespikten Blut 
negativ (A-C). GFP (Green Fluorescent Protein), der als 
zusatzlicher Marker fur die gespikten Tumorzellen verwendet 
wurde, ist im ungespikten Blut nicht nachweisbar (A). Da nur 
etwa 50% der transf izierten T289-Melanomzellen GFP exprimieren, 
ist das Protein nur in bis zu 2 gespikten Tumorzellen pro ml 
Blut nachweisbar (B) . Aktin diente als RT-PCR-Positivkontrolle 
(Aktin) und im Ansatz ohne RT-Reaktion als Negativkontrolle 

(Aktin 0RT) • Die PCR-Amplif ikation genomischer DNA 
untransf izierter T289-Zellen fiihrt mit den spezifischen 
Primerpaaren fur hTRT, GFP und CD69 zu keinen Amplif ikaten . 

b) erf indungsgemafler Versuch 

Figur 7 zeigt RT-PCR-Analysen von Blut gesunder Spender das mit 
Tumorzellen einer Prostata-Karzinom- (A) und Mamma-Karzinom- 
Zellinie (B) gemischt, auf Percoll einer Dichte von 1,065 g/ml 
geschichtet, zentrif ugiert und anschlieJJend analysiert wurde. 
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Die RNA-Komponente der Telomerase (hTR) ist im Unterschied zu 
der Verwendung von Percoll mit einer Dichte von 1,070 g/ml im 
ungespikten Blut nicht nachweisbar (vgl. Fig. 1). In den Proben 
mit 2 gespikten Prostata-Karzinomzellen (A) bzw. mit 4 
gespikten Mamma-Karzinomzellen (B) pro ml Blut kann hTR 
nachgewiesen werden (schwarzer Pfeil). Im Unterschied zur 
Melanom-Zellinie T289 konnte bei diesen Tumorzellen keine (A) 
bzw. erst bei 10* Tumorzellen (B) eine Expression der 
katalytischen Untereinheit (hTRT) nachgewiesen werden. Weder 
der Prostatazell-spezif ische Marker PSA (Prostate Specific 
Antigene) noch der Epithelzell-spezif ische Marker CK20 
(Cytokeratin 20) ist in den entsprechenden Tumorzellen 
nachweisbar. Aktin dient als RT-PCR-Positivkontrolle . 

Figur 8 zeigt die Wiederf indungsraten von GFP-transf izierten 
Melanomzellen (T289), die zu Blutproben gesunder Spender 
gemischt (gespikt) wurden. Die gespikten Blutproben wurden 
anschlieflend auf Percoll einer Dichte von 1,065 g/ml 
geschichtet, zentrif ugiert und die Anzahl der re-isolierten 
Tumorzellen (Wiederf indung) wurde mikroskopisch (-•-) und/oder 

durchf luflzytometrisch (-jkr) bestimmt. Da nur etwa 75% fur 
Probe A bzw. 50% fur Probe B der GFP-transf izierten T289-Zellen 
im Durchf luflzytometer nachweisbar waren, wurden die 
Wiederf indungsraten entsprechend korrigiert. Die 

Wiederf indungsrate gespikter Tumorzellen ist abhangig vom 
jeweiligen Blutspender (die Blutproben von A) und B) stammen 
von unterschiedlichen Spendern) , der verwendeten Zellinie und 
verhalt sich umgekehrt proportional zur Anzahl der gespikten 
Tumorzellen. Moglicherweise fuhrt eine Absto/iungs-Reaktion der 
entsprechenden hamatopoetischen Zellen zur Lyse, Aggregation 
und schliefilich zum Verlust der gespikten allogenen 
Tumorzellen. B) zeigt dariiber hinaus, dafl die Anzahl der 
tatsachlich gespikten Tumorzellen (-■-) zwischen 6% - 37% 
geringer ist als die theoretisch berechnete Anzahl gespikter 
Tumorzellen (-♦-) . 

Unter Hinzunahme hier nicht dargestellter Untersuchungen mit 
Lungen- und Mamma-Karzinomzellen ergibt sich eine 
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durchschnittliche Wiederf indungsrate mit der erf indungsgemaflen 
Anreicherungsmethode von 46% ± 20% fur 4-512 gespikte Zellen 
(n=16) und fiir < 50 gespikte Zellen von 54% ± 20% (n=15). 

Damit liegt die Wiederf indungsrate des erf indungsgemaflen 
Tumorzellanreicherungsverf ahrens etwa im Bereich von 
magnetischen Zell-Separatoren wie MACS fiir die eine 
Wiederf indungsrate von etwa 30-58% angegeben wird. 

Beispiel 3 

Erste klinische Untersuchungen bei Melanom-Patienten haben 
gezeigt, dafl in 43% der Patienten mit akuten Metastasen und in 
16% der Patienten ohne offenkundige akute Tumorerkrankung 
(beispielsweise nach Resektion der Tumoren bzw. nach Therapie) 
die Telomerase in den mit dem erf indungsgemaflen Verfahren 
angereicherten disseminierten zirkulierenden Tumorzellen des 
Blutes nachgewiesen werden konnte. Parallel untersuchte 
Blutproben von 10 gesunden Spendern waren dagegen negativ. 

Damit zeigte bereits diese Studie an Melanom-Patienten eine 

eindeutige Korrelation der Telomerase-Aktivitat von 

disseminierten zirkulierenden Tumorzellen im Blut und dem 
Metastasen-Status der entsprechenden Tumorpatienten. 

Beispiel 4 

4,1 Isolierung von zellularer RNA 

Die Isolierung von totaler zellularer RNA erfolgte nach 
Standardverfahren [Chomczynski et al . (1987) Anal Biochem 162, 
156; Sambrook, J. et al. (1989). Cold Spring Harbor, New York, 
USA, Cold Spring Harbor Laboratory Press]. Peripheres Blut 
wurde wie in Figur 9 gezeigt sofort nach Abnahme in RNA- 
Lysispuffer (4 M Guanidinium Isothiocyanat ; 0.1 M Tris-HCl, pH 
7.5; 1% Mercaptoethanol ) iiberfuhrt und homogenisiert . Die 
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Gemische wurden entweder sofort weiterverarbeitet oder bei 
-70°C gelagert. 

4.2 Reverse Transkription und Polymerase-Kettenreaktion 
(RT-PCR) 

Die RT-PCR wurde mit dem GeneAmp® RNA-PCR-Kit (Perkin Elmer) 
nach Vorgaben des Herstellers wie in Figur 9 gezeigt 
durchgef iihrt . Aliquote der isolierten totalen RNA von 
peripherem Blut und Zellinien wurden jeweils zuvor mit 4U DNAse 
und 40U RNAse Inhibitor (Boehringer, Mannheim) in 36 \xl 
Ansatzen (in 100 raM Tris-HCl, pH 8.3; 50 xnM KCl ; 5 mM MgCl 2f 
ImM dNTP-Mix und 2,5 mM Random Hexamers) bei 37°C fiir 30 
Minuten und bei 75°C fiir 10 Minuten hydrolysiert und 
anschlieflend die DNAse fiir 10 Minuten bei 90°C inaktiviert und 
dann das Reaktionsgemisch sofort auf Eis gegeben. 

Die beiden 01 igonukleot id-Primer : 

5' CTACCGGAAG AGTGTCTGGA GCAAGTTGCA AAGC 3' (hTRTl) und 
5' GGCATACCGA CGCACGCAGT ACGTGTTCTG 3' (hTRT2) 

wurden nach der von Nakamura et al . verof f entlichten Sequenz, 
kodierend fiir die katalytische Untereinheit der menschlichen 
Telomerase (Nakamura et al . (1997). Science 277: 955-9) 
entworfen und mit einem Applied Biosystem 380A Synthesizer 
synthetisiert . Die SpezifizitHt der hTRTl- und hTRT2-Primer 
wurde mittels Computer gestutzter Homologieanalyse an den 
Nukleinsauresequenzen in den GenBank-, EMBL- , DDBJ- und PDB- 
Datenbanken mittels BLASTN 1.4.9 MP [Altschul, S. F. et al. 
(1990). J Mol Biol 215: 403-410] uberpruft. 

Zur Abstimmung der Amplif ikationsmengen wurden fiir jedes 
Experiment gleiche RNA-Mengen fiir die RT-Reaktion eingesetzt. 
Urn eine Kontamination der RNA Praparationen mit genomischer DNA 
auszuschlieflen, wurde jede mit DNase hydrolysierte RNA-haltige 
Probe zuerst der unten beschriebenen PCR unterzogen und auf 
Amplif ikation hin uberpruft. Die RNA-haltige Probe, bei der 
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kein Amplif ikationsprodukt nachweisbar war, wurde fur die 
folgenden cDNA-Synthese- und PCR-Schritte eingesetzt. Als 
interne Standardkontrolle wurden Oligonukleotid-Primer fur J5- 
Aktin und den TCR eingesetzt. Die Reverse Transkriptase- 
Reaktion wurde an 18 \il des DNAse Verdaues unter Zugabe von SOU 
MuLV Reverser Transkriptase und 40U RNase Inhibitor bei 42 °C 
fur 30 Minuten durchgefiihrt und die Reaktion bei 99°C fur 5 
Minuten abgebrochen . In den Negativkontrollen wurden statt der 
Enzyme 4 ^1 Wasser zugesetzt. 

Die PCR wurde wie in Figur 9 gezeigt an 5 *il der cDNA-Reaktion 
nach folgendem Programm durchgefiihrt: (97°C: 15 Sekunden 
vorwarmen); (97°C: 15 Sekunden, 70°C: 30 Sekunden [minus 0 . 5°C 
pro Zyklus], 72°C: 30 Sekunden) 10 Zyklen; (94°C: 15 Sekunden, 
65°C: 30 Sekunden [minus 0.5°C pro Zyklus], 72°C: 30 Sekunden) 
20 Zyklen; (94°C: 15 Sekunden, 50°C: 30 Sekunden 72°C: 30 
Sekunden [plus 15 Sekunden Extension pro Zyklus], 10 Zyklen; 
(72°C: 7 Minuten, finale Extension). 

Die Amplif ikationsprodukte wurden gelelektrophoretisch auf 
1.5%igem TAE Agarosegel aufgetrennt, mit Ethidiumbromid gefarbt 
und unter UV-Licht visualisiert und f otodokumentiert . 

Be^spiel 5 

Es wurden weitere Spiking-Experimente, wie in Beispiel 1 und 2 
beschrieben durchgefiihrt, mit dem Unterschied, dafl normale 
nicht silikonisierte Polypropylen-Zentrif ugationsgef aiie und 
Percoll mit einer Dichte von 1,060 g/ml verwendet wurden. In 
diesen Experimenten sollte zum einen der Grad der Abreicherung 
von unerwiinschten Blutzellen und zum anderen der Grad der 
Anreicherung von Tumorzellen bestimmt werden. 

Bei ca. 80%-9 0% Konfluenz wurden die Tumorzellkulturen der 
Brustkrebs-Zell-Linie MDMB 435s trypsiniert und die gewonnene 
Zellsuspension in ein 15 ml Zentrif ugationsgef afl uberfuhrt und 
diese bei 500 x g fiir 5 Minuten zentrif ugiert . Das Zellpellet 
wurde in 0.5 ml resuspendiert . 



4SOOCID: <WO_0046585A2..I_> 



WO 00/46585 




PCT/EPOO/00831 



100 ml der Zellsuspension (ca. 10-10° Zellen) wurden zur 
Farbung des Zellkerns mit 20 ml einer DAPI-Losung 
(interkalierender Farbstoff; 1 mg 4 ' , 6 ' -Diamidino-2-phenylindol 
Dihydrochlorid/ml Dimethylsulf oxyd [DMSO]) in einem 1,5 ml 
Zentrif ugationsgefafi gemischt und fur 10 Minuten bei 37 °C und 
bei 700 rpm in einem Thermomixer (Eppendorf) inkubiert. 
Anschliefiend wurden die Zellen bei 500 x g fur 5 Minuten 
pelletiert, in 1 ml DPBE (1 ml 0,1% BSA und 4 mM EDTA in 
Dulbecco PBS) resuspendiert und erneut bei 500 x g fur 5 
Minuten zentrif ugiert . Der Waschschritt wurde zweimal 
wiederholt. Die Zellen wurden dann mit Hilfe eines Partikel- 
Counters (Z2, Beckman Coulter GmbH) auf 2000 Zellen/ml DPBE 
eingestellt . 

Triplikate von jeweils 10, 20, 30, 40, 50, 60 und 70 ml der 
DAPI-positiven Zellsuspension wurden individuell in die Kammern 
einer 384-Platte pipettiert. Die Mikrotiterplatte wurde dann 
bei 700 x g fiir 3 Minuten zentrif ugiert und die Zellen mit 
Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops (Axiovert 25 , Zeiss, 
Filtersatz 02, [Extinktion 358 nm, Emission 460 nm] ) 
ausgezahlt. Danach wurde eine Standardgerade (x = ml DAPI- 
positive Zellsuspension; y = Zellzahl) gebildet. Die r 2 -Werte 
der Standardgerade betrugen mindestens 0,95. 

In den Spiking-Experimenten wurde in Triplikaten eine 
entsprechende Anzahl DAPI-positiver Zellen in 20 ml Vollblut 
(Bayerisches Rotes Kreuz, BRK) gemischt und das Vollblut in ein 
50 ml Zentrif ugationsgefafi mit einer porosen Barriere 
(Porengrofie 2 0 - 100 mm) gegeben, in dessen unteren 
Kompartiment 15 ml Percoll mit einer Dichte von 1,060 g/ml (bei 

0 

4 C) und einer Osmolaritat von 280-300 mmol/kg vorgelegt worden 

war. Anschliefiend wurde das Zentrif ugationsgefafi bei 4°C und 
1000 x g und 4°C fur 30 Minuten zentrif ugiert . 

Nach der Zentrif ugation wurden die Zellen der Interphase mit 

Hilfe einer 10 ml Pipette in ein frisches 50 ml 

Zentrif ugationsgef a/3 iiberfiihrt. Das obere Kompartiment des 
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ersten Zentrif ugationsgef afles wurde zweimal vorsichtig mit 15 
ml DPBE ausgewaschen und die Fliissigkeit in das zweite 
Zentrif ugationsgef a/5 iiberfuhrt. Anschlieflend wurde das 
Zentrif ugationsgef a/1 auf 50 ml mit DPBE aufgefullt und bei 200 
x g fur 10 Minuten zentrif ugiert . Nach der Zentrif ugation wurde 
der Uberstand dekantiert und das Zellpellet in 5 ml 
Erythrozyten-Lysispiif fer (155 mM NH4CI, 10 mM KHCO3 und 0,1 mM 
EDTA pH 7,3) resuspendiert und bei Raumtemperatur fur 5 Minuten 
inkubiert. Nach Beendigung der Erythrozytenlyse, wurde das 
Zentrif ugationsgef afl auf 50 ml mit DPBE aufgefullt und erneut 
bei 200 x g fur 10 Minuten zentrif ugiert und der Uberstand 
dekantiert. Die Zellen wurden dann erneut in 50 - 200 ml DPBE 
auf genoiranen . 

Anschliefiend wurde die Zellsuspension in zwei gleiche Aliguote 
aufgeteilt. Ein Aliquot wurde in die Kammer einer 24-Platte 
gegeben und die Anzahl der Tumorzellen in der Mikrotiterplatte 
unter dem Mikroskop bestimmt. Die Gesamtmenge an Zellen des 
zweiten Aliquots wurde mit einem automatischen Haematologie- 
Analysesystem (KX21, Sysmex) bestimmt • 

Die Experimente mit einem Percoll-Zellseparationsmedium mit 
einer Dichte von 1,060 g/ml, zeigen, 1. eine Wiederf indungsrate 
von ca. 73%, fur die gespikten Tumorzellen (5 - 32 0 gespikte 
Zellen, Figur 10) und 2. einen Abreicherungsf aktor von ca. 10 3 
fur Leukozyten. 

Peispiel 5 

Mit der Fragestellung, ob mit dem erf indungsgemafien Verfahren 
auch weitere Tumorzell-Linien angereichert werden konnen, 
wurden folgende Untersuchungen durchgef iihrt : Tumorzell-Linien 
wurden entsprechend der Angaben von ATCC kultiviert und, wie 
unter Beispiel 2 und 5 beschrieben, geerntet . Mit Hilfe eines 
Partikelcounters (Beckmann Coulter, Z2) wurde die Zelldichte 
der Suspension auf 2 x 10 5 Zellen/ml eingestellt. Anschlieflend 
wurde 1 ml dieser Zellsuspension vorsichtig in einem 15 ml 
Zentrifugationsgefafl auf 5 ml Percoll mit einer Dichte von 
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1,060 g/ml gegeben und eine Zentrif ugation bei 1000 x g und 4°C 
fur 30 Minuten durchgef uhrt . Danach wurden mit einer 5 ml 
Pipette zwei 3 ml Fraktionen abgenommen und in jeweils zwei 
getrennte 15 ml Zentrif ugationsgef afle iiberfiihrt. Die erste 
Fraktion enthielt die Zellen der Interphase, die zweite 
Fraktion die Restzellen. Die beiden Fraktionen wurden bei 1000 
x g fur 10 Minuten zentrif ugiert . Anschlieflend wurde der 
Uberstand dekantiert, die Zellpellets jeweils in 1 ml DPBE 
resuspendiert und die Zellzahl der beiden Fraktionen in einem 
Partikelcounter (Beckmann Coulter, Z2) bestimmt, Figur 11 
zeigt, dafl die untersuchten Zell-Linien von unterschiedlichen 
Organen, wie Lunge (A549, SCLC-H21), Prostata (PPC-1) Brust 
(T47D, MDMB 435s) Colon (colo678) und Pankreas (CAPAN-2), eine 
Dichte von < 1,06 0 g/ml aufweisen und zu iiber 90% in der 
Interphase gefunden werden. Dieser Versuch zeigt, dafl zumindest 
alle Karzinom-Zell-Linien unabhangig ihres Ursprungs eine 
Dichte aufweisen, die es erlaubt, dafl eine Anreicherung dieser 
Zellen mit dem erf indungsgemaflen Verfahren durchgefiihrt werden 
kann. 



Beispiel 7 



Mit dem erf indungsgemaflen Verfahren wurden bei einer Reihe von 
Patienten mit verschiedenen manifesten Karzinomen gleichzeitig 
sowohl immunzytologische/immunzytochemische Untersuchungen als 
auch eine RT-PCR zum Telomerase-Nachweis durchgefiihrt. Nach 
einer Aufkl&rung und Zustimmung der Patienten wurden bis zu 30 
ml Vollblut von der Armvene abgenommen und zwischen 10 bis 20 
ml mit dem erf indungsgemaflen Verfahren, wie in Beispiel 5 
beschrieben, aufgereinigt und das Zellpellet zweimal in 10 ml 
PBS gewaschen und zuletzt in 1 ml PBS resuspendiert und 2 
Aliquote gebildet. Das erste Aliquot wurde in RNA-Lysispuf f er 
iiberfuhrt und bis zur RNA-Extraktion und nachf olgender RT-PCR 
bei -70°C gelagert und die Reaktionen, wie in Beispiel 4 
beschrieben, durchgefiihrt. Das zweite Aliquot wurde den 
immunzytologischen Farbungen zugefiihrt. Die Zellzahl die auf 
einen Objekttrager aufgebracht wurden, entsprach dem Equivalent 
von 10% der urspriinglich auf gereinigten Blutmenge, d.h. bei 20 
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ml auf gereinigtem Vollblut wurde das Aquivalent von 2 ml 
Vollblut konzentriert und auf den Objekttrager aufgebracht. 

Es wurden routinemaflig gleichzeitig 3 Farbungen durchgef iihrt : 

1. eine Kernfarbung mit einem interkalierenden Farbstoff DAPI, 

2. eine Farbung der Epithelzellen mit dem Antikorpercocktail 
gegen Cytokeratin (Anti-Cytokeratin Cam 5.2, B. D.) und 3. eine 
Farbung von wei/ien Blutzellen mit einem Anti-CD45-Antik6rper urn 
unspezif ische Farbungen auszuschliefien. 

Die Zellsuspension wurde auf einen mit Poly-L-lysin versetzten 
Ob jekttrager pipettiert und iiber Nacht bei 4°C getrocknet. Zur 
Fixierung der Zellen wurden diese mit 100-200 ul einer 2%igen 
Formaldehyd/DPBS-Losung bei Raumtemperatur inkubiert und 
anschlieflend 3x mit DPBS (mit 0,01% NaAz , ohne EDTA) gewaschen. 
Zur Permeabilisierung der Zellen wurde auf den Objekttrager bei 
Raumtemperatur fur 15 Minuten eine 0,5% Triton X-100/DPBS- (mit 
0,01% NaAz, ohne EDTA) Losung gegeben und anschliefiend wiederum 
3 x mit DPBS (mit 0,01% NaAz, ohne EDTA) gewaschen. Zur 
Blockierung unspezif ischer Bindungen und zur Farbung der 
Zellkerne wurden die Zellen bei Raumtemperatur fiir 30 Minuten 
in 2% BSA/DPBS (mit 0,01% NaAz, ohne EDTA) +' 1 ng/ml DAPI 
inkubiert und 3x mit DPBS (mit 0,01% NaAz, ohne EDTA) 
gewaschen. 80 ul des monoklonalen Maus-Anti-Cytokeratin- 
Antikorpers wurde in einer l:500-fachen Verdunnung in DPBS (mit 
0,01% NaAz, ohne EDTA) fiir 45 min bei Raumtemperatur auf die 
Zellen gegeben. Nach dreimaligen Waschen mit DPBS (mit 0,01% 
NaAz, ohne EDTA) wurde der Objekttrager mit 50 nl eines 
Phycoerythrin-kon jugierten Anti-CD45-Antikorpers ( Ziege Anti- 
Maus-Antikorper ) fiir 45 min bei Raumtemperatur inkubiert und 
anschliJiend 3x mit DPBS (mit 0,01% NaAz, ohne EDTA) gewaschen. 
Nach Hamatoxylinf arbung (50 \xl , 1 min Inkubation) wurden die 
Objekttrager 3x mit H2O gewaschen und eingedeckt. Zur Kontrolle 
von unspezif ischen Reaktionen wurden stets Praparate gesunder 
Blutspender mitgef iihrt. 

Die Auswertung dieser Untersuchungen zeigt, dafl bei Patienten 
mit fortgeschrittenen Tumoren des Gastrointestinalbereichs , wie 
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z.B. der Speiserdhre, Magen, Dickdarm, Rectum und Pankreas, 
sowie in Patienten mit Lungen- und Brusttumoren in 11 von 14 
Fallen Cytokeratin-positive CD45-negative epitheliale Zellen im 
Blut gefunden wurden. Diese Zellen waren Clusterf ormig 
angeordnet und z.T. von CD45-positiven Zellen umgeben, wie es 
fur Zytospinpraparaten von zirkulierenden Tumorzellen typisch 
ist. Bei diesen Zellen handelt es sich mit hoher 
Wahrscheinlichkeit um Tumorzellen, da Epithelzellen in dieser 
Haufigkeit im Blut nicht zu erwarten sind. Die RT-PCR- 
Untersuchungen waren bei 93% (13/14) dieser Patienten 
Telomerase-positiv. In Patienten mit lokal begrenzter 
Erkrankung ohne Anzeichen von Metastasen wurden in 50% der 
Falle (3/6) zirkulierende Epithelzellen im Blut gefunden. In 
67% dieser Patienten (4/6) konnte die Telomerase nachgewiesen 
werden. Untersuchungen an gesunden Blutspendern waren 
Epithelzell- und Telomerase-negativ . 

Damit konnte gezeigt werden, dafl nicht nur gespikte Tumorzellen 
verschiedener Zellinien, sondern auch zirkulierende Tumorzellen 
von Patienten mit unterschiedlichen epithelialen Tumoren 
(Karzinome) aus dem Blut effizient angereichert werden konnen. 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur An- Oder Abreicherung von Tumorzellen aus 
einer Korperf lussigkeit , worin ein Zellseparationsmedium mit 
der Korperf lussigkeit iiberschichtet und zentrif ugiert wird, 
dadurch gekennzeichnet , dafl das Zellseparationsmedium eine 
Dichte im Bereich von 1,055 bis 1,065 g/ml aufweist. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafl das 
Zellseparationsmedium eine Dichte im Bereich von 1,059 bis 
1,062 g/ml und bevorzugt von etwa 1,060 g/ml aufweist. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 Oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
dafl die Zentrif ugation bei ca. 500 bis 2.000 x g iiber ca. 10 
bis 30 Minuten und bevorzugt bei ca. 1.000 x g iiber ca. 20 bis 
30 Minuten durchgefiihrt wird. 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch 
gekennzeichnet, dafl das Zellseparationsmedium Percoll oder 
Ficoll bzw. percoll- oder f icollahnlich ist. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch 
gekennzeichnet, dafl der Korperf lussigkeit vor dem Uberschichten 
eine oder mehrere Substanzen zugegeben werden, die eine 
Aggregation von Thrombozyten an Tumorzellen verhindern, 
und/oder die Korperf lussigkeit vor dem Oberschichten von 
Substanzen befreit wird, die eine Aggregation von Thrombozyten 
an Tumorzellen fordern. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch 
gekennzeichnet, dafl die Korperf lussigkeit peripheres Blut ist. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dafl das 
periphere Blut in einer gerinnungshemmenden Substanz abgenommen 
und vor dem tiberschichten des Zellseparationsmediums mit einem 
Verdiinnungsmedium verdunnt wird. 
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8. Verfahren nach Anspruch 6 oder 7, dadurch gekennzeichnet , 
dafl das periphere Blut venoses oder arterielles Blut ist. 

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-5 , dadurch 
gekennzeichnet / dafi die Korperf lussigkeit ausgewahlt ist aus 
Lymphe, Urin, Exsudaten, Transudaten, Spinalf lussigkeit , 
Samenf liissigkeit , Speichel, Fliissigkeiten aus natiirlichen oder 
unnatiirlichen Korperhohlen, Knochenmark und dispergiertem 
Korpergewebe . 

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch 
gekennzeichnet, dafi das untere Viertel des 
Zentrif ugationsgef ailes nach der Zentrif ugation und vor der 
Abnahme der an Tumorzellen angereicherten Interphase stark 
abgekiihlt wird, urn ein Vermischen der Zellen in den 
verschiedenen Schichten zu verhindern. 



11. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch 
gekennzeichnet, dafl die Zentrif ugation in einem Gefafi 
durchgefiihrt wird, das durch eine porose Barriere, einen 
Filter, ein Sieb oder eine Klappe in ein oberes und ein unteres 
Kompartiment geteilt ist, wobei das Zellseparationsmedium im 
unteren Kompartiment vorgelegt und die Korperf liissigkeit in das 
obere Kompartiment eingebracht wird. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dafl 
die porose Barriere, der Filter, das Sieb oder die Klappe eine 
Dicke von 0,5-10 mm, vorzugsweise von 1-5 mm aufweisen. 

13. Verfahren nach Anspruch 11 oder 12, dadurch 
gekennzeichnet, dafl die porose Barriere, der Filter oder das 
Sieb eine Porengrofle von 20-100 *im, vorzugsweise 20-30 *xm 
aufweisen. 

14. Verfahren nach einem der Anspriiche 11-13, dadurch 
gekennzeichnet, dafl die porose Barriere, der Filter, das Sieb 
oder die Klappe aus einem hydrophoben Material bestehen oder 
mit einem hydrophoben Material beschichtet sind. 
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15. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch 
gekennzeichnet , da/5 das Zellseparationsmedium einen Farbstoff 
enthalt, der das Zellseparationsmedium von der dariiberliegenden 
Korperf liissigkeit farblich unterscheidbar macht und dadurch die 
Lokalisation der Interphase vereinfacht. 

16- Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch 
gekennzeichnet, da/J nicht-Tumorzellen, die eine Telomerase- 
Aktivitat aufweisen, von Te lomer as e-po sit i ven Tumorzellen 
abgetrennt werden. 

17. Verfahren zum Nachweis von Tumorzellen in einer 
Korperf liissigkeit , worin die Tumorzellen durch ein Verfahren 
gemafl einem der Anspriiche 1-16 angereichert werden. 

18. Verfahren zur Kultur von Tumorzellen, worin die 
Tumorzellen durch ein Verfahren gemafl einem der Anspriiche 1-16 
angereichert werden. 

19. Verfahren zur An- oder Abreicherung von Tumorzellen aus 
Blutstammzellen von Knochenmark oder peripherem Blut, worin in 
einem ersten Schritt die Tumorzellen und Blutstammzellen durch 
ein Verfahren gemafl einem der Anspriiche 1-16 angereichert 
werden und in einem zweiten Schritt die Blutstammzellen oder 
die Tumorzellen entweder an- oder abgereichert werden. 

20. Verfahren zur Anreicherung von Blutstammzellen aus 
Knochenmark oder peripherem Blut, worin in einem ersten Schritt 
die Blutstammzellen und die Tumorzellen durch ein Verfahren 
gemafl einem der Anspriiche 1-16 angereichert werden und in einem 
zweiten Schritt die Blutstammzellen oder die Tumorzellen 
entweder an- oder abgereichert werden. 

21. Verfahren nach Anspruch 19 oder 20, worin im ersten 
Schritt ein Zellseparationsmedium mit einer Dichte im Bereich 
von 1,061 bis 1,065 g/ml und bevorzugt von etwa 1,062 g/ml 
eingesetzt wird. 
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22. Verfahren nach einem der Anspriiche 19 bis 21, worin im 
zweiten Schritt die Blutstammzellen oder die Tumorzellen durch 
Immunadsorption entweder an- oder abgereichert werden. 

23. Kit zur Anreicherung von Tumor zellen aus einer 
Korperf lussigkeit, umfassend ein Zellseparationsmedium, das 
eine Dichte im Bereich von 1,055 bis 1,065 g/ml aufweist, sowie 
gegebenenf alls ein Zentrif ugationsgef afi . 

24. Kit nach Anspruch 23, worin das Zellseparationsmedium eine 
Dichte im Bereich von 1,059 bis 1,061 g/ml und vorzugsweise von 
etwa 1,060 g/ml aufweist. 

25. Kit zur Anreicherung von Blutstammzellen aus peripherem 
Blut oder Knochenmark, umfassend ein Zellseparationsmedium, das 
eine Dichte im Bereich von 1,061 bis 1,065 g/ml aufweist, sowie 
gegebenenf alls ein Zentrif ugationsgef afi . 

26. Kit nach Anspruch 25, worin das Zellseparationsmedium eine 
Dichte von etwa 1,062 g/ml aufweist. 

27. Kit nach einem der Anspriiche 23-26, worin das 
Zentrif ugationsgef ail eine porose Barriere, einen Filter ein 
Sieb oder eine Klappe bevorzugt mit einer Dicke von 0,5-10 mm, 
vorzugsweise ca. 1-5 mm aufweist, die das Zentrif ugationsgef a/3 
in ein oberes und ein unteres Kompartiment unterteilen. 

28. Kit nach Anspruch 27, worin die porose Barriere, der 
Filter oder das Sieb eine Porengrofle von 20-100 urn, 
vorzugsweise 20-30 nm aufweisen. 

29. Kit nach Anspruch 27 oder 28, worin sich das 
Zellseparationsmedium im unteren Kompartiment des 
Zentrif ugationsgef a/les befindet. 
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30. Zentrif ugationsgef a/5, dadurch gekennzeichnet , da/3 es durch 
eine Klappe in iibereinanderliegende Kompartiment s unterteilt 
ist. 

31. Zentrif ugationsgef a/5 nach Anspruch 30, dadurch 
gekennzeichnet, da/3 die Klappe im Ruhezustand des 
Zentrif ugationsgef a/5es verschlossen ist und wahrend der 
Zentrif ugation durch die Zentrif ugationskraf t geoffnet wird. 

32. Zentrif ugationsgef a/3 nach einem der Anspriiche 30 oder 31, 
dadurch gekennzeichnet, da/3 die Klappe eine Hohere Dichte als 
das zur Zentrif ugation in das untere Kompartiment vorgelegte 
Medium aufweist . 

33. Zentrif ugationsgef a/5 nach einem der Anspriiche 30-32, 
dadurch gekennzeichnet, da/5 die Klappe eine Dicke von 0,5-10 
mm, vorzugsweise 1-5 nun aufweist. 

34. Zentrifugationsgefa/5 nach einem der Anspriiche 30-33, 
dadurch gekennzeichnet, da/5 die Klappe a) starr mit dem 
Zentrifugationsgefa/5 verbunden ist, b) starr mit dem 
Zentrifugationsgefa/5 verbunden ist, wobei das 
Zentrifugationsgefa/5 selbst in zwei Teile, in einen unteren und 
in einen oberen Teil, zerlegbar ist und die Klappe des oberen 
Teils bildet, oder c) starr mit einem Einsatz verbunden ist, 
der in das Zentrifugationsgefa/5 eingefiihrt werden kann, wobei 
die Klappe den Boden des Einsatzes bildet. 

35. Zentrifugationsgefa/5 nach einem der Anspriiche 30-34, 
dadurch gekennzeichnet, da/5 die Klappe sich von ihren aufieren 
Randern aus in das untere Kompartiment offnen kann. 
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Figur 4 
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Vollblut/FicolMsolierte PBMC 

RNA-Isolierung mit "Vollblut- 
I Protokoll" Oder S tandardmethoden 
Wwie Phenol /Chloroform oder 
Silicagelsaule 
total RNA 



Menge RNA die einem 
bestinunten Vol. (z.B. 
Vollblut entspricht 



1 ml) 



Buffer: 100 mM Tris/Cl, 

pH 8.3 

50 mM KC1 
5 mM MgCl 2 
1 mM dNTP-Mix 
2.5 uM Random Hexamer 
4U Rnase-freie DNase 
40U RNase Inhibitor 
in 36 ul Volumen 

Probe (18 pi) 



DNase- Verdau 



30'/37°C, 10'/75°, 10"/90°C 
-» sofort auf Eis 



+ 50U MuLV RT 
+ 40U Rnase Inhibitor 



Negativ-Kontrolle (18 pi) 
^ j + 4 (il DEPC Wasser 

Reverse Traskriptase Reaktion 

if if 30'/42°C, 5'/99° 

cDNA (cDNA) 

A I 



Buffer: 100 mM Tris/Cl, 

pH 8.3 
50 mM KC1 
2 mM MgCl 2 
200 uM dNTP-Mix 
2.5U AmpliTaq DNA 
Polymerase 
300 mM je Primer 
in 25 nl Volumen 



PCR-Reaktion » 



Analyse/Quantifizierung 



1) PCR-Konditionen: 

1S-/97°C( 15-/97 °C / .30"/70°C, -0.5 °C/cycle, 30" /72°C)xlO 
( 15"/94°C,30"/65 C C, -0 . 5 °C/cyc le , 30 " /72 °C )x20 
(15"/94°C,30"/50°C,30"(ext. 15 " /cycle ) /72 °C ) xlO 

7'/72°C 
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Centrifiigation method at 1000 g 
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Colorant to differentiate between separating agent and cells 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



I nten nales Aktenzeichen 

PCT/EP 00/00831 



A. KLA5SI FIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 7 G01N15/04 G01N15/05 



Nach der Inlernationalen Patentklassifikation (IPK) Oder nach der nationalen Klassitikation und der tPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstotl (Klassifikalionssystem und Klassitikationssymbole ) 

IPK 7 G01N BOIL B04B 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprutstott gehorende Veroftentlichungen. sowert diese unter die recherchierten Gebiete faUen 



Wahrend der internalionalen Recherche konsulliene elektronische Oatenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegritfe) 

EPO-Internal , PAJ, INSPEC 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategone* Bezeichnung der Ver6t(entlichung. sowert ertordertich unter Angabe der in Beiracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



WO 97 21488 A (ACTIVATED CELL THERAPY INC) 
19. Jun1 1997 (1997-06-19) 



Selte 2, 
Seite 3, 
Seite 4, 



Zeile 15-31 
Zeile 8-18 
Zeile 10-15 



US 5 663 051 A (VLASSELAER PETER VAN) 

2. September 1997 (1997-09-02) 

Spalte 2, Zeile 25 -Spalte 3, Zeile 38 

US 5 840 502 A (VAN VLASSELAER PETER) 
24. November 1998 (1998-11-24) 
Spalte 3, Zeile 60 -Spalte 5, Zeile 11 
Spalte 24, Zeile 40 -Spalte 5, Zeile 50 

-/-- 



1,2,4-9, 
17,18, 
23-26 
3 



1,2, 

23-26 

3 

1,2, 
23-26 



Weitere Veroffenllichungen sind der Fortsetzung von FeJd C zu 
enmehmen 



Siehe Anhang Patenllamrtie 



° Besondere Kategorien von angegebenen Veroftentlichungen 

'A* Verotfenttichung. die den ailgemeinen Stand der Technik definied. 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen isl 

*E a atteres Dokument, das jedoch erst am Oder nach dem inlernationalen 
An me Ide datum verollenilicht worden ist 

'L* Verbtlentlichung. die geetgnet ist. einen Phoritatsanspruch zweifelhaft er- 
schemen zu lassen. oder durch die das Veroffentlichungsdalum einer 
anderen im Recherchenbehcht genannten Verbtlentlichung belegt werden 
soli oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgeluhrt) 

'O* Veroftenttichung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 

eine Benutzung. eine Aussie Hung oder andere MaBnahmen bezieht 

•P* Ver6ffentlichung. die vor dem inlernationalen Anmeldedatum. aber nach 
dem beanspruchten Phoritatsdalum veroffentlicht worden ist 



•T* Spalere Verbftentlichung, die nach dem inlernationalen Anmettedatum 
Oder dem Pnoritatsdatum veroflentlichl worden ist und mil der 
Anmetdung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstandnts des der 
Erfindung zugrundeliegenden Pnnzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theone angegeben ist 

*X* Verbtfentlichung von besonderer Bedeutung: die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Verotfentlichung nicht aJs neu Oder auf 
ertindehscher Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

*Y' Verotfentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf ertindehscher Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden. wenn die Veroffentlichung mil einer oder mehreren anderen 
Veroftentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend is) 

*&* Verdffentlichung. die MHglied derselben Patentfamilie isl 



Datum des Abschlusses der inlernationalen Recherche 



8. Dezember 2000 



Absendedatum des inlernationalen Recherchenberichts 



21 12. 2000 



Name und Posianschritt der Internalionalen Recherchenbehbrde 
Europaisches Patentamt. P.B. 5818 Patenllaan 2 
NL - 2280 HV Ri|swijk 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nt. 
Fax: (+31-70) 340-3016 
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16,19-22 
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US 5 807 744 A (VAN BOCKSTAELE DIRK ET 
AL) 15. September 1998 (1998-09-15) 
Spalte 9, Zeile 44-61 


16,19-22 


A 
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EP 0 875 202 A (BECT0N DICKINSON CO) 
4. November 1998 (1998-11-04) 
Zusammenfassung; Abbildung 4 


11-14, 

27-29 

30,31,33 


A 
X 


US 3 945 928 A (AYRES WALDEMAR A) 
23. Marz 1976 (1976-03-23) 
Zusammenfassung; Abbildung 2 


11-14, 

27-29 

30,31 


A 
X 


US 3 887 464 A (AYRES WALDEMAR A) 
3. Juni 1975 (1975-06-03) 
Zusammenfassung; Abbildung 2 


11-14, 

27-29,34 
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A 
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US 3 741 400 A (DICK J) 
26. Juni 1973 (1973-06-26) 
Zusammenfassung; Abblldungen 3,4 
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INTERN ATIONALER RECHERCHENBERICHT 



lni_.nationales Aktenzeichen 
PCT/EP 00/00831 



Feld I Bemerkungen zu den Anspruchen. die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1 



Gemaf3 Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden Griinden fur bestimmte Anspruche kein Recherchenbericht erstellt: 
1 . I Anspruche Nr. 

weil sie sich auf Gegenstande beziehen. zu deren Recherche die Behorde nicht verpflichtet ist. namlich 



2. I | Anspruche Nr. 

weil sie sich auf Teileder internationaien Anmeldung beziehen. die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 

daft eine sinnvolle international Recherche nicht durchgefuhrt werden kann, namlich 



3. I I Anspruche Nr. 

weil es sich dabei um abhangige Anspruche handelt. die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefafit sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangeinder Einheitlichkeit der Erlindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die internationale Recherchenbehorde hat festgestellt, daB diese Internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt: 

siehe Zusatzblatt 

1 . I I Da der Anmelder alle erlorderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
' — ' internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspruche. 

2 I I Da fiir alle recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefiihrt werden konnte. der eine 
* I — ' zusatzliche Recherchengebuhr gerechtfertigt hatte, hat die Behorde nicht zur Zahlung einer solchen Gebiihr aufgefordert. 



3. rri Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
LXJ internationale Recherchenbericht nur auf die Anspruche, fur die Gebiihren entrichtet worden sind. namlich auf die 
Anspruche Nr. 



4. [~n Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der internationale Recher- 
— chenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in folgenden Anspruchen er- 
faBt: 



Bemerkungen hinsichtlich etnes Widerspruchs Q^j Die zusatzlichen Gebiihren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt. 

[ x | Die Zahlung zusatzlicher Recherchengebuhren ertotgte ohne Widerspruch. 
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WEITERE ANGABEN 



PCT/ISA/ 210 



Die internationale Recherchenbehorde hat festgestel 1 1 , daB dlese 
internationale Anmeldung mehrere (Gruppen von) Erfindungen enthalt, 
naml ich: 

1. Ansprtiche: 1-9,17,18,23-26 

Zentrifugationsverfahren bei 1000 g 

2. Ansprtiche: 10-14,27-35 

Eine Klappe zwlschen Untertei lungen und Kuhlung zur 
Vermeidung von Mlschung nach der Trennung 

3. Anspruch : 15 

Farbstoff zur Unterscheidung von Trennmedium und Zellen 

4. Anspruche: 16,19-22 

Zweischrlttverfahren und Trennung von Telomerase-posi tiven 



Zellen 
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PCT/EP 00/00831 
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angefiihrtes Patentdokument 
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Veroffentlichung 
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